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RESUMO

A hemoglobina S resulta na troca de um tnico nucleotideo (GAG — GTC) no gene da B-globina,
onde o aminoécido valina é expresso no lugar do acido glutdmico causando a anemia falciforme.
A gravidade dos sintomas da doenga é afetada, principalmente, por variacdes nos niveis de
hemoglobina fetal; presenca simultdnea de a-talassemia e/ou deficiéncia da enzima G6PD e pelos
hapl6tipos B°. Esse trabalho trata-se de um estudo transversal com coleta de dados retrospectivos
de criancas e adolescentes com idades de 1 a 18 anos diagnosticadas com anemia falciforme e
acompanhadas pelo Hospital Infantil Arlinda Marques em Jodo Pessoa — PB, no periodo de
Mar¢o/2019 a Agosto/2019, respeitando 0s aspectos éticos e metodolégicos recomendados pela
Resolucdo 466/2012, CNS/MS, com certificacdo do Comité de Etica em Pesquisa Hospital
Universitario Lauro Wanderley CEP/HULW, UFPB, protocolo N° 95846318.4.0000.5183.
Participaram do estudo 33 pacientes. Os haplotipos B° foram estudados em 24 pacientes,
determinados pela técnica PCR-RFLP. Os exames hematologicos e quantificacdo da atividade da
enzima G6PD nos pacientes foram realizados em parceria com o Laboratério Hemato. A
combinacdo dos haplotipos B° foram: 15 (62%) apresentam o gendtipo CAR/CAR; 05 (21%)
CAR/Atp e 04 (17%) Atp/Atp. N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (P <
0,05) nos valores medios dos parametros hematoldgicos analisados entre os grupos de haplotipos
B° encontrados, 0 mesmo foi observado para os diferentes tipos de hemoglobina. N&o foi
diagnosticado coexisténcia de deficiéncia da G6PD e anemia falciforme nos pacientes

examinados.

Palavras-chaves: anemia falciforme, beta-globina, glicose — 6 — fosfato desidrogenase.



ABSTRACT

Sickle cell hemoglobin (HbS) results of a single nucleotide change (GAG (1 GTC) B-globin gene,
where valine replaces glutamic acid. The severity of the disease’s symptoms is mainly affected
by variation in fetal hemoglobin levels; simultaneous presence of o-thalassemia and/or G6PD
deficiency and by pB°-globin haplotype. This is a cross-section analisys with children and
adolescents aged 1 to 18 years diagnosed with SCA and monitored by the Hospital Infantil
Arlinda Marques in Jodo Pessoa from March/2019 to August/2019, respecting the ethical and
methodological aspects recommended by Resolution 466/2012, CNS/MS, with certification by
the Comite de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley, CEP/HULW, UFPB,
protocol n° 95846318.4.0000.5183. Thirty three patients participated in the study. The p°-globin
haplotype were studied in 24 patient (48 B° chromosomes) determined by PCR-RFLP.
Hematological exams and quantification of G6PD enzyme activity in patients were carried out in
partnership with Laboratério Hemato. The haplotypes p° found were: 15 (62%) CAR/CAR; 05
(21%) CAR/Atp and 04 (17%) Atp/Atp. There were no statistically significant differences (P <
0,05) in the mean values of the hematological parameters analyzed among the groups, the same
was observed in the different types of hemoglobin. There was no coexistence of G6PD deficiency

and sickle cell anemia in the patients who participated in the study.

Keywords: sickle cell anemia, beta-globin, glucose — 6 — phosphate dehydrogenase.
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1. INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) é uma das hemoglobinopatias mais comuns no mundo. Decorre
de uma mutacdo no gene que produz a hemoglobina, onde € inserido a aminoacido valina no
lugar do &cido glutdmico, originando a mutante hemoglobina S (ALEXY et al., 2010). Doenca
falciforme é um termo genérico usado para definir o grupo de alteragdes genéticas que da origem
a enzima hemoglobina S (Hb S). Essas mudancgas incluem anemia falciforme, determinada pela
homozigose da hemoglobina S (Hb SS) e heterozigose dupla, ou seja, associagdes da Hb S com
outras variantes de hemoglobinas mutantes, como Hb D e Hb C, e intera¢es com talassemia (Hb
S/a talassemia, Hb S/B* talassemia, ¢ Hb S/p° talassemia) (ARDUINI; RODRIGUES; TROVO
DE MARQUI, 2017).

A maior incidéncia de anemia falciforme ocorre na Africa, embora seja também
encontrada em paises mediterraneos, principalmente Grécia, Italia e Israel, assim como na Arabia
Saudita, India e entre pessoas descendentes de africanos que vivem em outras partes do mundo
(ZAGO, M. A.; FALCAOQ, R.P.: PASQUINI, 2013). No Brasil, a anemia falciforme é quest&o de
salde publica, com importancia epidemioldgica em virtude da prevaléncia. A doenca distribui-se
de modo heterogéneo entre as diferentes regides do pais sendo mais prevalente no Sudeste e no
Nordeste, onde had maior proporcdo de descendentes africanos (NAOUM, 2000). Porém é
observada em parcela cada vez significativa na populagdo caucasoide devido ao alto grau de
miscigenacdo no Brasil (BANDEIRA et al., 2008). Seu diagndstico precoce possibilita o inicio da
educacdo em salde para a familia e a introducdo da profilaxia e terapéutica necessarias,
resultando em melhor sobrevida e qualidade de vida dos portadores (FERRAZ, S. T., 2012).

A gravidade das manifestac@es clinicas e hematoldgicas da anemia falciforme pode variar
de uma doenca grave a uma condi¢do quase assintomatica. Suas caracteristicas hematoldgicas,
bem como gravidade clinica, sdo afetadas por variacbes nos niveis de hemoglobina fetal,
presenga simultanea de a-talassemia e/ou deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase,
haplétipos relacionados com o agrupamento de genes da B-globina e disfuncdo endotelial
(MORENO, N, et al., 2002; RUSANOVA, I. et al., 2010).

Estudos realizados com pacientes falcémicos de diferentes grupos étnicos e com

caracteristicas hematoldgicas distintas sugerem que os haplétipos dos genes da hemoglobina



podem ser Gteis como um preditor da gravidade da doenga (LABIE, D. et al, 1985; ZAGO, M. A.
et al, 1992).

A coexisténcia com deficiéncia da enzima G6PD contribui ainda mais com as crises
hemoliticas. A G6PD, por ser uma enzima antioxidante, sua deficiéncia associada a anemia
falciforme aumenta a oxidacdo da Hb S, elevando a formacéo de produtos de degradacdo desta
hemoglobina, fatos que causam a reducdo da vida média do eritrocito falcémico, aumento do grau
de hemdlise e intensificagio da anemia. E importante destacar a deficiéncia de G6PD nesses
pacientes, pois ndo € rara a observagdo da associacdo entre anemia falciforme e deficiéncia de G-
6PD numa mesma pessoa ( SOUZA, P.C., 1999; NAOUM, 2000; ZAGO, M. A.; FALCAO, R.P;
PASQUINI, 2013).

Diante o exposto, pode-se concluir que a deficiéncia de G6PD e os haplotipos B° s&o
importantes marcadores geneticos de etnias e populacbes, de povos que foram incorporados no
Brasil, ao longo de sua historia, das mais diferentes origens e com diversos graus de
miscigenacdo (COMPRI, 2000). Tais moléculas tém importancia no estudo da anemia falciforme

por influenciarem na diversidade clinica e laboratorial da doenca (NAOUM, 2000).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A hemoglobina

As hemoglobinas séo proteinas tetrameras globulares (64.450 Daltons) que comp®e cerca
de um terco da hemécia. Essa molécula é essencial a vida sua principal funcdo é distribuir
oxigénio (O,) a todo o organismo, sendo responsavel pelo transporte de 95% do oxigénio que
chega aos tecidos. (AIRES, M. M. et al., 2008; TORRES; BONINI-DOMINGOS, 2005).

E uma proteina de estrutura globular e quaternaria composta por quatro cadeias
polipeptidicas ou globinicas, cada cadeia estd quimicamente associada a um grupo prostético
heme, complexo formado por uma estrutura de protoporfirina e um ion ferro no estado ferroso.
Esse ion ferroso tem a capacidade de se ligar ao O, reversivelmente para transportar oxigénio dos
pulmdes para os tecidos. Duas cadeias globinicas alfa (o) e duas cadeias globinicas beta (B)
compdem a hemoglobina A (Hb A) (Figura 01) (AIRES, M. M. et al., 2008; TORRES; BONINI-
DOMINGOS, 2005).

Figura 1: Estrutura da hemoglobina A humana

A proteina é formada por quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias o (marrom claro e marrom escuro) com 141
residuos de aminoéacidos e duas cadeias B (azul claro e azul escuro) com 146 residuos de aminoacidos. Cada
cadeia polipeptidica contém um grupo prostético heme ao qual se liga o O,. Estruturalmente os quatro
mono6meros (a) ligam-se formando dimeros (b) que compdem o tetrdmero (c) da hemoglobina.

Fonte: FADEL, V., 2000



O sangue de um adulto saudavel também contém pequenas quantidades de outras duas
hemoglobinas: HbF e HbA2? ambas formadas por duas cadeias o e duas cadeias y e 9,

respectivamente, sem presenca da cadeia p.

2.2 Géneses da Hemoglobina

A génese das cadeias globinicas é regulada por agrupamentos (clusters) de genes nos
cromossomos 11 e 16. No braco curto do cromossomo 16 (16p13.3), em um segmento de DNA
de 35kb, localizam-se o gene { e a. No cromossomo 11 (11p15.5) localiza-se o complexo de
genes B, €, 0, y, com uma extensdo superior a 60kb. As diferentes combinacbes das cadeias
globinicas possibilitam o surgimento de hemoglobinas distintas, isso se d& pelas diferentes
condigdes respiratorias durante o periodo intra e extra-uterino de vida (BONINI-DOMINGOS,
2005; HOFFBRAND, A. V., MOSS, P. A. H, 2013) .

Nas primeiras semanas do desenvolvimento embrionario existem trés hemoglobinas
resultantes da expressdo dos genes embrionarios de hemoglobina, cadeia { (agrupamento génico
a) ¢ as cadeias € (agrupamento génico B). A expressdo desses agrupamentos da inicio a sintese
nos eritroblastos primitivo, ainda dentro do saco vitelino, levando a formacdo da Hb Gower-
1(C2e2). Por volta das seis semanas o0s eritroblastos primitivos comegam a sintetizar as cadeias a,
B, v. E nesta fase as outras duas hemoglobinas, Hb Gower-2 (azez) € Hb Portland ({2y2) s&o
expressas. Essas hemoglobinas deixam de ser produzidas no inicio do desenvolvimento fetal, e
apos isso sua sintese ndo € mais reativada (WEATHERALL, 2001) (Figura 02).



Figura 2: Combinacg0es de diferentes genes para expressao das diferentes hemoglobinas que se
formam em cada estagio do desenvolvimento humano.
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Fonte: Adaptada de WEATHERALL, 2001

A hemoglobina fetal (HbF), predomina durante a fase fetal, acompanhada de pequena
quantidade de hemoglobina A (HbA). Esta situacdo se inverte quando proximo ao nascimento, a
sintese de HbA é intensamente ativada, e a producdo de HbF vai sendo progressivamente
desativada. A principal conversdo para a hemoglobina A ocorre de 3 a 6 meses de vida quando a
sintese de cadeia y ¢ substituida pela cadeia B. Em adultos saudaveis ainda ha resquicios de HbF
correspondentes a menos de 1% do total de hemoglobinas ( ZAGO, et al 2001; HOFFBRAND,
A. V.; MOSS, P. A. H., 2013).

A sequéncia de aminodcidos na porcdo polipeptidica € extremamente importante para
determinar as propriedades da hemoglobina. Em caso de alteracdes genéticas que resultam em
substituicdo de aminodcidos, as consequéncias sdo de alteragdes estruturais na cadeia
polipeptidica. Dependendo do tipo e do local onde ocorre uma substituicdo de aminoacido em
uma cadeia de globina, esta podera ou ndo alterar o comportamento da molécula de hemoglobina.
Porém, se a modificacdo expressa mudancas comportamentais que causem manifestacdes
clinicas, o paciente apresenta uma hemoglobinopatia (RAPAPPORT, 1990; TORRES; BONINI-
DOMINGOS, 2005; SILVA, 2006).



2.3 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo um grupo de doencas hereditarias descritas pela primeira vez,
em 1910, por Herrick, quando descreveu peculiaridades fisicas e quimicas que observou no
sangue de pacientes com anemia, dor abdominal e artralgia (HERRICK, 2001). Com padréo de
heranca autossdémico recessivo, sdo as desordens hereditarias mais comuns nos seres humanos
(DAVIES et al, 2000).

Os individuos que possuem alteracdes genéticas e consequentemente aparecimento de
hemoglobinas anormais podem ser heterozigotos ou homozigotos. No caso de heterozigotos
possuem apenas um gene defeituoso; e, homozigotos se possuirem um par de genes mutantes. Na
maioria dos casos 0 portador heterozigoto de hemoglobinas anormais e de talassemias é
assintomatico, ja o portador homozigoto, principalmente os falcémicos, ou beta-talassemicos
maior, apresentam grave anemia e crises constantes de hemdlise (grande e precoce destruicdo de
eritrocitos) (NAOUM, 1984).

Foram descritas mais de 1.200 mutacGes nos genes da globina, entre as variantes
estruturais mais frequentemente encontradas estdo as Hb S (HbB; glu6val), C (HbB; glu6lys), D
(HbB;glul21gln) e E (HbB;lys26glu) (SILVA & YAMAGUCHI, 2008). Algumas variantes
estruturais das hemoglobinas séo prejudiciais, uma vez gque a substituicdo do aminoacido altera a
funcdo ou a estabilidade da molécula de hemoglobina, resultando em um quadro clinico bem
definido. As variantes de hemoglobinas mais freqiientemente observadas nas populacGes
brasileiras sdo HbS e HbC, ambas de origem africana. Ja as talassemias sdo mais frequentes em
locais em que se teve a colonizacdo italiana. A variante Hb D é a mais rara encontrada em
diferentes regides (NAOUM, 1984; BONINI-DOMINGOS, C. R., 1993).

2.4 A Hemoglobina S e a Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A HbS resulta de uma mutag@o de ponto na posi¢do 6 do gene da globina B localizado no
braco curto do cromossomo 11 (11p15.5), tal leva a substituicdo da base nitrogenada adenina
(A) pela timina (T) (GAG - GTG) trocando o acido glutdmico por uma valina (ZAGO, M. A;;
FALCAO, R.P.: PASQUINI, 2013). A hemoglobina mutante possui propriedades fisico-quimicas



bastante diferentes da hemoglobina A devido a perda de duas cargas elétricas por molécula de
hemoglobina (por causa da perda do &cido glutamico) (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

A hemoglobina é responsavel pelo fornecimento de oxigénio e retirada de gas carbdnico
dos tecidos, portanto ela pode estar na sua forma oxigenada e desoxigenada. A medida que as
moléculas de Hb S se tornam desoxigenadas dentro do eritrdcito, ocorrem mudancas estruturais
tipicas de moléculas de hemoglobinas desoxigenadas, que no caso da Hb S tem conseqliéncias
graves a sua individualidade molecular. Ao se tornarem desoxigenadas, as moléculas Hbs
formam estruturas organizadas dentro das hemaécias, se organizam em longos polimeros de
filamentos duplos, que por sua vez se associam em feixes com um duplo filamento central
rodeado de seis filamentos duplos de polimeros (Figura 03) (ZAGO; PINTO, 2007).

Figura 3: Processo de formacao de polimeros e inducéo da falcizacdo das hemacias decorrente
da desoxigenacgéo.
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Fonte: LOBO et al 2007.

Esses feixes de “cristais” dentro das hemacias podem ser vistos a microscopia eletronica e
determinam deformacdes das células. A deformacdo mais conhecida é provocada por feixes de
polimeros se organizando mais ou menos paralelamente, dando a hemacia uma forma alongada
conhecida por “hemacia em foice” ou “falcizada” (ZAGO; PINTO, 2007)

O alongamento do eritrocito provocado pela polimerizacdo da HbS altera a estabilidade

da bomba de s6dio e potassio consequentemente ocorre perda de potassio e agua, e aumento da



concentra¢do de Hb S. Outra consequéncia € o aumento da concentragdo intracelular de célcio
pela faléncia da bomba de célcio/ATPase e aumento da permeabilidade da membrana a esse ion.
Fatos esses deletérios sdo as principais causas da irreversibilidade dos eritrocitos falcémicos
(NAOUM, 2000).

A formacdo de polimeros de HbS dentro das heméacias as torna mais frageis, menos
maleéveis, encurta sua vida Gtil e impede que o oxigénio se ligue a hemoglobina, causando o
aumento de oxigénio livre e consequentemente a formacdo de ion super6xido. O ion superéxido
reage com 0s &cidos graxos presentes na membrana celular causando lesGes, também causa
oxidacdo nas moléculas Hbs, transformando-as em meta Hbs que irdo se agregar entre si para
formar os Corpos de Heinz. Os corpos de heinz precipitam em direcdo a membrana alterando
proteinas e expondo moléculas da membrana, como a fosfatidil-serina (PS). A fosfatidil-serina
localizada na parte externa dos eritrocitos falcémicos (enquanto que o normal seria estar
internamente na membrana), altera a plasticidade da célula tornando-as com maior possibilidade
de aderirem ao endotélio. A membrana &, assim, o principal espelho onde se refletem alteracdes
moleculares que estdo ocorrendo no interior da célula (BONNINI-DOMINGOS et. al., 1997;
NAOUM, 2000; ZAGO; PINTO, 2007).

As modificacBes moleculares / celulares difundem as manifestacdes clinicas: a) provocam
um aumento da adesdo de hemacias ao endotélio, desencadeando fenémenos inflamatorios que
influenciam também os granulécitos e plaquetas; b) enrijecem a membrana e toda a hemacia,
encurtando sua sobrevida em circulagédo; c) provocam lesdes microvasculares; d) causam uma
deplecdo de NO que contribui para vasoconstricdo e ativacdo da inflamacdo; e) ativam a
coagulacdo (ZAGO; PINTO, 2007).

2.5 Complicacdes Clinicas

Apesar de ser uma doenca fundamentalmente do sangue, a anemia falciforme afeta o
corpo inteiro e as manifestacdes clinicas comecam muito cedo na infancia. E também muito
varidvel e depende de fatores genéticos, sociais, culturais e ambientais, principalmente.
(NAOUM, 2000; QUINN, 2013)

A doenca em si é de natureza cronica, mas muitas de suas complicacdes sdo agudas, como

as crises vaso-oclusivas, a sindrome toracica aguda e o priapismo. Estas complicagdes variam



consideravelmente em frequéncia e gravidade entre os pacientes, entre populacdes, com a idade e
0 sexo (DRISS et al., 2009; BALLAS et al., 2012).

As diferentes manifestacGes clinicas da AF podem ser categorizadas em trés grandes
grupos de acordo com o sistema ou 6rgdo acometido: 1) Anemia hemolitica e sequelas, que
compreende principalmente sequestro esplénico, crise aplésica e reacdo hemolitica pos-
transfusdo; 2) Sindromes de dor e eventos relacionados e 3) ComplicacGes que afetam 6rgaos
maiores e suas sequelas, como acidente vascular cerebral (AVC), retinopatia, hipertenséo arterial
sistémica, sindrome toracica aguda, colelitiase, priapismo, sequestro esplénico, osteonecrose,
Ulcera de perna, dactilite, retardo no crescimento, dentre outros (BALLAS et al., 2010).

A anemia hemolitica é causada pela menor sobrevida das hemacias, (que tem duragéo
média de 10 a 20 dias na circulagdo sanguinea, periodo muito inferior de uma hemécia saudavel
com 120 dias), o aumento da bilirrubina indireta, hiperplasia eritroide da medula 6ssea e elevacao
dos reticuldcitos. Outros fatores podem contribuir para a génese da anemia ou agrava-la: caréncia
de folato, insuficiéncia renal, crises aplasticas e esplenomegalia. As crises aplasticas sdo mais
freqlientes nos primeiros anos de vida; sdo causadas por infeccdo por parvovirus, que provoca
uma parada passageira da eritropoese, agravando acentuadamente a anemia (ZAGO; PINTO,
2007).

As crises algicas (crises de dor) pode ser um sintoma agudo ou cronico, com ampla
variacdo de intensidade e duracdo. No quadro agudo, a dor esta associada a isquemia tecidual
aguda causada pela vaso-oclusdo. A topografia mais freqientemente relatada abrange membros
inferiores e superiores, mais precisamente 0ssos longos e articulacdes, podendo também envolver
outros locais como torax, face, abdémen e pelve. Em casos mais graves, a dor em regido toracica
acompanhada de febre, dispnéia e hipoxemia caracterizam a sindrome toracica aguda,
complicacdo aguda com maior indice de mortalidade entre os pacientes (ZAGO; PINTO, 2007).

A evolucdo das doencas falciformes é marcada por um amplo espectro de complicacGes
clinicas, que atingem a maioria dos 6rgdos e aparelhos. Algumas dessas complicacGes ndo
reduzem a expectativa de vida do paciente, embora possam comprometer consideravelmente a
qualidade de vida: Glceras de pernas, retinopatia, necrose 0ssea (especialmente da cabeca do
fémur), célculos de vesicula. Outras alteraces, no entanto, comprometem diretamente a funcéao
de oOrgdos vitais e estdo diretamente associadas a risco de vida. Neste grupo destacam-se as

infeccbes, as complicagbes cardiorrespiratorias (especialmente a insuficiéncia cardiaca
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congestiva e a sindrome torécica aguda), a insuficiéncia renal e os acidentes vasculares cerebrais
(ZAGO; PINTO, 2007).

2.6 Fatores associados a variabilidade clinica da anemia falciforme

Embora seja uma doenca monogénica classica, os pacientes com doencas falciformes
apresentam uma heterogeneidade fenotipica substancial. Seu quadro clinico pode variar desde
uma forma leve, que pode ser clinicamente inaparente, até uma muito grave, com lesdes
importantes em 6rgdos e morte em idades relativamente jovens (LETTRE, 2012).

A heterogeneidade fenotipica ainda ndo € completamente compreendida, e em parte pode
ser explicada por fatores ambientais e socioecondémicos, mas associado a tal fato, variagdes
moleculares foram observadas como moduladores fenotipicos da AF (DRISS et al., 2009;
HABARA et al, 2016).

Entre os fatores ambientais, o mais importante sdo as condi¢cdes socioecondmicas dos
pacientes (CHEN et al., 2002; HANKINS E WANG, 2009; PEREIRA et al., 2013). A elevada
taxa de desemprego, o0 baixo nivel de escolaridade, a renda familiar precaria e o dificil acesso aos
servicos de saude, tdo comum entre os individuos com esta doenca, vao influenciar
negativamente a vida destes pacientes, além de dificultar a adesdo ao tratamento recomendado,
podendo levar ao agravamento da saude geral (SILVA et al., 1993; PEREIRA et al., 2013).
Portanto, o conhecimento do perfil demografico e socioecondmico é essencial para a
identificacdo das necessidades, criacdo, implementacdo e aprimoramento de politicas de saude
publica destinadas a estes individuos (SANTOS, 2013).

Outro fator que pode impactar o fenotipo clinica da AF é uma co-heranca com a
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), uma doenca que, assim como a AF,
também causa hemolise e ocorre frequentemente em individuos de ascendéncia africana. Sendo
assim, a co-heranca com a deficiéncia de G6PD pode exacerbar a hemélise agravando o estado
clinico do paciente com AF. Em alguns estudos foi observada uma atividade relativamente
aumentada de G6PD nos reticulocitos de pacientes com AF com ou sem deficiéncia da G6PD,
esse efeito pode afetar a eficacia da transfusdo nesses pacientes. Além disso, a deficiéncia de
G6PD pode interagir com outros modificadores genéticos como talassemia o, niveis da HbF e

haplotipos da B globina ( KARAFIN, et al, 2018).
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2.6.1 Hapldtipos

Subjacente a mutacdo pontual que origina a AF, existe uma heterogeneidade molecular que
distingue os pacientes quanto ao seu quadro clinico. Os haplotipos do gene da B-globina séo
possiveis indicadores da variacdo fenotipica da anemia falciforme (ZAGO, FALCAO,
PASQUINI, 2013).

A variabilidade de manifestagdes clinicas entre pacientes homozigotos para HbS foi
possivel ser observada quando a tecnologia molecular permitiu discriminar diferencas entre
cromossomos contendo a mesma mutacdo HbS. Estas diferencas foram determinadas ao
caracterizar a regido flanqueadora do gene da [ globina, usando sitios de clivagem de
endonucleases de restricao, que sugeriram a origem independente da mutagao BS em cinco regides
especificas do continente Africano e s6 posteriormente espalhou-se pelo mundo (PANTE-DE-
SOUSA, MOUSINHO-RIBEIRO, DOS SANTOS, GUERREIRO, 1999).

Com isso, foi possivel identificar cinco haplotipos distintos, denominados de acordo com a
origem étnica e geografica onde predominam (Figura 4). O haplotipo Benin (BEN) tem sido
associado & Africa Ocidental; o Bantu ou Republica Centro Africana (CAR) a Africa Oriental e
Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlantico-Ocidental; o Arabe-Indiano & india e Peninsula Arabica
e 0 Camardes a Costa Ocidental Africana (GONCALVES et al., 2003). Além desses, outros
haplotipos menos freqiientes, denominados de atipicos, sdo ocasionados por varios mecanismos
genéticos, tais como alteracdes genéticas nos sitios polimorficos de restricdo e conversdo génica

e, devido a tal fato, ndo se enquadram nos cinco padrbes bem estabelecidos (ZAGO e tal., 2000).
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Figura 4: Padrdes de distribuicio dos haplétipos p° na Africa e sua heranca no Brasil.

Fonte: LINDENAU, 2009

Os diferentes haplétipos estdo relacionados ao nivel de hemoglobina fetal (HbF) e
consequentemente também caracteriza as variadas manifestagdes clinicas. Isso € importante
porque a HbF tem sido reconhecida como um dos moduladores genéticos mais poderosos. Além
de diminuir as concentragdes intracelulares de HbS, niveis elevados de HbF no interior do
eritrocito irdo inibir o processo de polimerizacdo, uma vez que nem a HbF nem o tetrdmero
hibrido (2¢2B°) podem ser incorporados na fase polimérica da HbS desoxigenada. Portanto,
qualquer incremento na sua producdo apresenta um efeito benéfico para os pacientes com doenca
falciforme (STEINBERG et al., 2014).

Senegal e Arabe-Indiano estdo associados com niveis elevados de HbF (>15%) e a um
curso clinico mais brando, ao passo que os haplétipos Benin e Bantu/CAR, com niveis menores
de HbF, apresentando um curso clinico intermediario (5% a 15% de Hb F) e grave (<5% de Hb
F), respectivamente (POWARS, D. et al., 1991). Assim, pode-se concluir que os haplétipos
desses pacientes possivelmente interagem na modulacdo do nivel de HbF e na magnitude da
anemia (SERJEANT, G.R., 1989). Portanto, os hapl6tipos podem ser utilizados como marcadores
de caracteristicas genéticas em cis herdadas com o gene B° e que podem influenciar a expressio
dos genes y-globina e, consequentemente, os niveis de HbF (ZAGO, FALCAO, PASQUINI,
2013).
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No Brasil, existe certa heterogeneidade na frequéncia dos diversos hapl6tipos entre as
diferentes regides geograficas, mas predominam os haplétipos Bantu e Benin (ZAGO, FALCAO,
PASQUINI, 2013).

2.6.2 Enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase

Em situacdo normal, a glicose 6 - fosfato - desidrogenase (G6PD) é uma enzima
citoplasmatica amplamente distribuida entre quase todos os organismos e tecidos. Nos seres
humanos, apesar da ampla distribuicdo, é no metabolismo das hemécias que a G6PD exerce a sua
fungdo mais importante, ao atuar em uma das vias metabolicas utilizadas por estas células para
obtencdo de energia (BEUTLER, 1978).

Na reacdo catalisada pela G6PD é produzido o fosfato reduzido de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH), substancia redutora essencial a protecdo das hemacias contra a acdo de
agentes oxidantes de origem enddgena (peroxidos organicos) e exdgena (drogas, alimentos e
elementos atmosféricos) (BEUTLER, 1978). Sua producdo ocorre no eritrécito humano e é
controlada por um gene localizado no braco longo do cromossomo X (regido Xq 28) que consiste
de 13 exons e 12 introns, com a regido codificante dividida em 12 segmentos, variando de 38 a
236 pares de base. A sua caracterizacdo bioquimica permitiu reconhecer mais de 400 variantes
genéticas descritas por técnicas padronizadas, a maioria das quais com atividade deficiente
(LUZZATTO; NANNELLI; NOTARO, 2016).

A atividade da G-6-PD é indispensavel a manutencdo da integridade das hemacias e que
acentuada deficiéncia dessa enzima pode produzir sérias alteracfes metabdlicas, sobretudo na
presenca de substancias oxidantes. A principal consequéncia dessas alteracdes metabdlicas é a
hemolise, determinada fundamentalmente pela precipitacdo da hemoglobina e formacdo de
corpusculos de Heinz, pela oxidacdo dos grupos tiol das enzimas citoplasmaticas e da membrana
celular e, secundariamente, pela oxidacdo de lipideos da membrana eritrocitaria (BEUTLER,
1978).

A deficiéncia de G6PD é uma das eritroenzimopatias mais comuns em todo mundo,
sendo comumente associada a alguns grupos étnicos. A deficiéncia ocorre com maior frequéncia
em individuos do Mediterraneo, de origem africana ou asiatica, podendo apresentar incidéncia de

5 a 25% em algumas populagdes (MEHTA, 1995). Estima-se que mais de 400 milhGes de pessoas
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pelo mundo sdo afetadas. Essa enzimopatia é causada por mutacGes no gene codificante para
G6PD localizado no cromossomo X (locus Xq28), e a expressdo fenotipica é mais freqliente em
homens hemizigotos e mulheres homozigotas, tendo padréo de heranca recessivo ligado ao sexo.
Para que ocorra expressdo total de seus efeitos adversos, o gene de G6PD ndo deve ser
antagonizado por um cromossomo X normal (MEHTA, 1994; CAPPELLINI, et al, 2008;
MONTEIRO, 2014).

Os pacientes deficientes de G6PD sdo, em sua maioria, assintomaticos, podendo
desenvolver crises ao serem expostos a agentes causadores de estresse oxidativo, como ingestao
de feijdo fava, infecgbes e ingestdo de drogas. Estas crises sdo identificadas por meio do
surgimento de sintomas como mal-estar, dor abdominal ou lombar, fraqueza, ictericia e urina
escura (LUZZATO, 2006; CAPPELLINE, 2008; GALAPPATHTHY, 2013).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo geral a caracterizagdo molecular dos haplotipos
ligados ao gene da globina B° e avaliacdo da enzima glicose-6-fosfato de individuos

diagnosticados com anemia falciforme no estado da Paraiba.

3.2. Objetivos Especificos:

1 — Realizar a caracterizagao molecular dos haplotipos ligados ao gene da globina BS;

2 — Investigar a atividade da enzima G6PD nos individuos diagnosticados com AF no
estado da Paraiba;

3 — Descrever os dados clinicos e soOcio-econdmicos dos pacientes com Anemia

Falciforme acompanhados no Hospital Infantil Arlinda Marques
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo e local do desenvolvimento

Trata-se de um estudo transversal com coleta de dados retrospectivos de criangas e
adolescentes com idades de 0 a 18 anos diagnosticadas com a anemia falciforme e acompanhadas
pelo Hospital Infantil Arlinda Marques em Jodo Pessoa — PB, no periodo de Margo/2019 a
Agosto/20109.

4.2 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Hospital Universitario
Lauro Wanderley CEP/HULW, UFPB, protocolo N° 95846318.4.0000.5183 (Anexo E). Apds a
aprovacdo, o trabalho foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na Resolugédo 466/2012, do Conselho Nacional de Saide (CNS). Os pacientes, apos
explicacdo do que se trata a pesquisa, assinaram de forma voluntaria 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Anexo A e

B), previamente aprovado pelo CEP.

4.3 Pacientes

A utilizacdo desse grupo vulneravel se deve ao fato de que em 2013 o Ministério da Saude
publicou a portaria N° 727 de 1° de Julho, habilitando a Secretaria da Satde do Estado da Paraiba
implementar a Fase Il no Programa Nacional de Triagem Neonatal, significando dizer que o
estado fica habilitado para realizar exames neonatais que dardo confirmacdo diagndstica, o
acompanhamento e o tratamento da fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, doencas
falciformes e outras hemoglobinopatias e fibrose cistica. Apds a publicacdo da portaria o Hospital
Infantil Arlinda Marques, foi habilitado como Servico de Referéncia em Triagem Neonatal
(SRTN) no estado da Paraiba.

A pesquisa foi realizada com os pacientes em acompanhamento regular no ambulatério do

Hospital Infantil Arlinda Marques durante o periodo de marco a agosto de 2019. Trinta e trés
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pacientes foram recrutados para responder o questionario socioecondmico e os mesmos foram
incluidos na analise de prontuarios médicos, desses foi possivel obter vinte quatro amostras de
material bioldgico para o estudo molecular.

Os dados clinicos foram obtidos por meio da coleta das informagGes contidas no registro
médico. Foi estruturado um formulario para orientacdo da coleta, para obter informacgdes da
historia clinica e dados de aspectos socioecondmicas dos pacientes.

Apobs a entrevista os pacientes foram encaminhados ao Laboratério Hemato para ser
realizado o hemograma, contagem de reticulocitos, da desidrogenase lactica total (DHL) e analise
da G6PD.

4.4 Coleta de amostras

Durante a visita do paciente ao Laboratdrio Hemato foi coletado sangue periférico, em
tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Uma vez coletadas, as
amostras foram adequadamente conservadas a 4°C e transportadas em caixa térmica para o

Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética — CCEN — UFPB.

4.5 Dados Laboratoriais

Os dados hematoldgicos foram obtidos por exames recentes requisitado pela médica
responsavel. O hemograma foi realizado por método automatico e complementado com hematoscopia
convencional, a desidrogenase lactica total pelo método cinético automatizado, os reticuldcitos pelo
método azul de cresil brilhante e a enzima G6PD pelo método enzimatico ou cinético. Todos esses
exames foram realizados pelo Laboratério Hemato.

O perfil hemoglobinico (HbF, HbS e HbA2) foi realizada por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) pelo Laboratdrio de Hemoglobinopatias do Hemocentro da Paraiba, esse exame

é realizado apds resultado alterado no teste do pezinho.
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4.6 Analises moleculares

4.6.1 Extragdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos do sangue periférico
pela técnica de fenol-cloroférmio. Para a primeira fase do processo de extracéo, o tubo de EDTA
contendo sangue periférico é centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos, em seguida retira-se o
sobrenadante contendo os leucocitos e os transfere para um microtubo. Nesse microtubo
adiciona-se 600uL de tampdo de lise | e coloca para centifugar por 5 minutos a 6.400 rpm e
retira-se 0 sobrenadante, esse procedimento € repetido por mais trés vezes ou até ndo ser mais
observado hemacias na solucdo. Quando for observado que a solucdo esta transparente coloca-se
600uL do tampé&o de lise 1l + 30uL de DTT a 1M + 60uL de proteinase K e deixa a solugdo em
banho maria a 37°, overnight.

Na segunda etapa, adiciona-se 600uL da solucdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e
submete o microtubo a agitacdo até a formacdo de uma emulsdo leitosa e centrifuga por 7
minutos a 9600rpm. Apos centrifugacao, retira-se o sobrenadante e despeja em outro microtubo
onde deve-se adicionar 1mL de alcool isoamilico, agita e depois centrifuga por 5 minutos a 3000
rpm e por fim armazena da geladeira por pelo menos 24hrs.

Na terceira etapa, o microtubo é centrifugado por 10 minutos a 12000rpm, em seguida,
descarta-se 0 sobrenadante e adiciona 1mL de alcool 70% e coloca para centrifugar a 12000rpm
por 10 minutos, essa operacdo se repete mais uma vez. Apds, retira-se o sobrenadante e leva o
microtubo aberto na estufa a 37° para evaporacdo do alcool. Ressuspende 0 DNA em 100uL de

agua ultrapura.
4.6.2 Reacdo de amplificacdo (PCR)

A amplificacdo do material genético foi realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).
Foi utilizado os primers (iniciadores) HO/H1, H2/H3, H3/H4, H5/H6, H7/H8, H9/H10 que

flanqueiam e amplificam fragmentos de diferentes localiza¢des e tamanhos (Quadro 01).



Quadro 1: Primers ultilizados para amplificagdo da regido cluster B e localizagdo referente ao
cluster  no cromossomo 11 no banco de dados NCBI (ID: U01317)
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Primer Sequéncia Direcdo | Posi¢cdo Regido Fragmento
HO 5S’AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3’ D 33862
H1 5’AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC 3° R 34518 Y ° 650pb
H2 5> AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 3’ D 36203
H3 5> TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’ R 35422 v ° 780pb
H3 5> TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’ D 40358
H4 5’ TAAATGAGGAGCATGCACACAC 3’ R 41119 v” 760pb
H5 5> GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3’ D 46426
H6 R 47126 P 701p
5> ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’
H7 5’ TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3° D 49476
H8 5> GGACCCTAACTGATATAACTA 3 R 50083 3B 590PP
H9 5> CTACGCTGACCTCATAAATG 3° 60906
H10 5> CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’ R 61291 P 39080

A composicdo e condicBes de amplificacdo variaram dependendo da regido polimorfica e

estdo representadas nos quadros 02 e 03, respectivamente.

Quadro 2: Composicdo das reacdes utilizadas para amplificacao das regides polimorficas do

cluster da globina 3.

Componentes Xmn | Hind 111 Hinc 11 Hinf I
Taq Pol Master Mix 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer (10uM) 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer (10uM) 1,0 1,0 1,0 1,0
DNA (150 - 200ng) 2,0 2,0 2,0 2,0
H,O 9.0 9.0 9.0 9.0
Volume Final (ul) 25 25 25 25
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Quadro 3: CondicGes das reacbes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas do
cluster da globina 3

Desnaturacéo 35 Ciclos Extenséo
Inicial Desnaturacéo Anelamento Extenséo Final

Regido | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo
5’YG 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°
YG 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°
e 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°
¥R 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°
3¥B 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°
5°B 95 5 95 307 55 1’30 72 2’ 72 10°

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (MG96G, Peltier). Para
confirmacdo da amplificacdo, aliquotas de 5uL do produto da PCR foi misturado com 1uL do
corante Safer Dye da Kasvi. O master mix utilizado na reacao ja é apropriado para gel de agarose,
ndo foi necessario utilizar tampéo de corrida. Aplica-se a solu¢do no gel de agarose a 1,5% em
tampao TBE 1X e submete a corrida eletroforética horizontal a 80 V por aproximadamente 40
minutos. Apos a corrida o gel é exposto a luz ultravioleta para visualizacao e foto documentacao
das bandas.

4.6.3 Polimorfismos de tamanho de fragmento de restricdo (RFLP)

Para os haplotipos p° foram analisados 6 sitios polimérficos (5’y® — XMN I, y® — HIND
111, y » — HIND III, ¥ § — HINC II, 3°¥p — HINC II, 5°p — HINF 1), como descrito no quadro 01
(Sutton, Bouhassira & Nagel, 1989).

Quando confirmada a amplificacdo, o produto da PCR ¢é digerido a 37°C durante 24 horas
com endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimérfico. As localizacbes dos
sitios de reconhecimento dessas enzimas ao longo do cluster f estdo representadas na figura 05.

No quadro 04 mostra os tamanhos dos fragmentos obtidos apos a digestdo enzimatica.



Figura 5: Cluster da globina  no cromossomo 11.

As setas indicam os sitios polimdrficos identificados pelas endonucleases de restricao utilizadas neste estudo.

Quadro 4: Tamanho dos produtos amplificados antes e apds clivagem pelas endonucleases de

Cromossomo 11

ve \' wp 5 B
S N I N N
t @« E 3 + @« .
Xmn1 Hind Il Hind NI Hinc Il Hincll Hinf1

restrigéo.
Primers Enzima Regido Fragmento Fragmento p6s-clivagem
HO e H1 Xmn | 52,/ 650pb 450pb + 200pb
H2 e H3 Hind HI y 780pb 430pb + 340pb + 10pb
H3 e H4 Hind HI y 760pb 400pb + 360pb
H5 e H6 Hinc Il ¥ 701pb 360pb + 340pb + 1pb
H7 e H8 Hinc Il 3P 590pb 470pb + 120pb
H9 e H10 Hinf | 5B 380pb 240pb + 140pb
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Os componentes utilizados nas digestBes enzimaticas variaram dependendo da regido a

ser analisada e estdo representadas na tabela O1.

Tabela 1: Composicdo das digestdes enzimaticas utilizadas para analise dos polimorfismos de

tamanho de fragmentos de restri¢do.

Regides Polimdrficas

57 yPey® WBe3WP 5B
Componentes

Xmnl Hind Il Hincll Hinf |

Tampéao da Enzima 15 15 15 15

BSA (albumina bovina) 0,15 - - -

Enzima de Restricdo 0,15 0,2 0,2 0,2
Produto da PCR 10,0 10,0 10,0 10,0

H,O estéril 3,2 3,3 3,3 3,3

Volume final (uL) 15 15 15 15
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A identificacdo dos padrdes de restricdo que determinam os haplétipos foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampdo TBE 1%, semelhante ao procedimento descrito
anteriormente.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricdo. De
acordo com o perfil de restricdo para as regides polimorficas do cluster da globina B, é possivel
definir os haplotipos B°. A analise dos 6 sitios polimérficos localizados no cluster da globina
definem os hapl6tipos mais comuns: Bantu ou CAR [ - +----], Benin[----+-], Senegal [ +
+ -+ + 4], Camardes [ - + + - + + ], e Arabe — Indiano [ + + - + + - ]. Tomando estes haplotipos
como padrdo, qualquer combinacdo diferente da presenca e/ou auséncia destes sitios foi
classificada como haplotipos atipico (figura 06).

Figura 6: Localizacdo e padrdo de resposta dos cinco haplétipos principais para cada um dos seis
sitios polimorficos analisados, enumerados com cada endonuclease utilizada.

Cromossomo 11
Ve vA wp s B
1N N B N O -
* * * * @ *
Xmnl Hind Il HindIll Hinc Il Hinc ll Hinf |
® @ [ ] ® ® ®
Sitios
Heplete>: @ @ @@ (@@
Bantu (CAR) - - - - - .
Benin = - = = 3 =
Senegal + - = + + +
Arabe - Indiano + + = + % .
camaroes - - - - + +

Fonte: adaptada de SUTTON, et al, 1989
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4.7 Anélises Estatisticas

Os dados coletados foram descritos em média e desvio padrdo. Para as analises estatisticas
foi utilizado o Teste T: duas amostras presumindo variancia diferente, para dois grupos e
ANOVA para trés grupos. Todos os resultados foram obtidos utilizando Microsoft Office Excel
2007.
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5. RESULTADOS

Participaram desse estudo 33 pacientes com anemia falciforme, dos quais 12 (36%) eram
do sexo feminino e 21 (64%) do sexo masculino. A idade dos pacientes variaram de 1 a 18 anos,
uma mediana de 09 anos e uma maior freqiiéncia de individuos com idade menor ou igual a 5
anos (39,4%), seguido pela faixa de 6 a 11 anos e 12 a 18 anos com 30,3% ambas. A maioria dos
pacientes se declara pardos 19 (57.5%), seguido dos 13 39,4% que se declararam pretos (Tabela
02).

Tabela 2: Caracteristicas quanto a idade, género e étnica dos pacientes

Caracteristicas N° de Pacientes (%)
Faixa <5 13 39,4
Etaria 6-10 10 30,3
(anos) 11-18 10 30,3

Feminino 12 36
Género i
Masculino 21 64
Preto 13 39,4
Grupo
. Pardos 19 57,5
Etnico
Brancos 01 3,03

Quanto a naturalidade, 32 sdo nascidos no estado da Paraiba, sendo 15 desses, residentes
da capital de Jodo Pessoa e 18 sdo de municipios vizinhos a capital ou do interior do Estado
(Itaporanga, Princesa Isabel, Campina Grande, Patos, Rio Tinto, Sdo Miguel de Itaipu, Sapé,
Pedras de Fogo, Pitimbu, Guarabira, Mamanguape e Bayeux). Apenas um dos pacientes é natural
de Pernambuco, (Itambé - PE). Na figura 7 pode-se observar o percentual de pacientes de cada
mesorregido do estado da Paraiba que participaram do estudo. Vale ressaltar que o Hospital
Infantil Arlinda Marques, local da realizacdo da pesquisa, fica localizado na capital de Jodo

Pessoa, mesorregido Mata Paraibana.
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Figura 7: Mapa com quantidade de pacientes em nimero e porcentagem em cada mesorregiao

MESORREGIOES DO ESTADO DA PARAIBA

- 0,
3:9,37% 3;9,37%

Sertdo Paraibano S T Agreste Paraibano

26; 81,25%

Borborema

Fonte: adaptado: http://www.baixarmapas.com.br/mapa-da-paraiba-mesorregioes/

Para os dados socioecondmicos, a entrevista foi realizada apenas com 0s responsaveis em
razdo da maioria dos pacientes serem criancas menores de idade. No quadro 05 pode-se observar
que a maioria dos responsaveis possui o fundamental incompleto (38%) em seguida 29% dos
responsaveis possuem apenas o fundamental completo, a maioria dos responsaveis (66%)
estavam desempregados até a data da entrevista. Apenas um dos responsaveis possui renda
familiar entre um e dois salarios minimos. Todos os outros possuem renda de até um salario
minimo, significando dizer que dentro desse universo existem pacientes que recebem menos que

um salario minimo (1.045R$) recebendo apenas o auxilio do governo federal.
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Quadro 5: Dados socioecondmicos dos pacientes entrevistados em porcentagem.

GRAU DE ESCOLARIDADE DOS RESPONSAVEIS QUANTIDADE DE
PACIENTES (%)
Né&o Alfabetizado 9%
Alfabetizado 5%
Fundamental Completo 29%
Fundamental Incompleto 38%
Ensino médio Completo 5%
Ensino médio Incompleto 9%
Superior completo 5%
SITUACAO OCUPACIONAL DO RESPONSAVEL
Empregado (a) 16%
Desempregado (a) 66%
Autdnomo (a) 6%
Aposentado (a) 6%
DOMICILIO
Préprio 67%
Alugado 30%
Cedido 3%
RENDA FAMILIAR EM SALARIOS MINIMOS
Até 1 salario minimo 96,9%
Entrele?2 3,1%

Em entrevista foi perguntado a frequéncia de internacdes e a quantidade de tempo que o
paciente permaneceu interno. Nos graficos 01 e 02, respectivamente, observam-se os resultados.
Os motivos para internacdo sdo na maioria das vezes crise de algica (dor nos 0ssos, articulacdes e
abdémen) e infeccBes (pneumonia, infeccdo urinaria). Alguns pacientes também relataram febre

alta, vomito e fraqueza.
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Gréfico 1: Quantidade em porcentagem de pacientes em relacédo ao tempo de internagdo

Tempo de Internacéo
17% 14%

HDe 1abdias
HDe5a 15 dias
L Del15a1més

Grafico 2: Quantidade em porcentagem de pacientes em relacdo a frequéncia de

internacoes
Frequencia de Internacoes

H Pelo menos 1
vez por més

H Pelo menos 1
Vez por
semestre

4 Pelo menos 1
VEZ por ano

Dos 33 individuos participantes da pesquisa, os haplétipos p° foram identificados em 24
pacientes (48 cromossomos) como mostra na tabela 03. A porcentagem de haplétipos B°

encontrados foram: 35 cromossomos 72,9% para Bantu (CAR) e 13 cromossomos 27,1% para 0S

atipicos.

Tabela 3: Resultado em porcentagem dos haplotipos BS identificados nos 24 pacientes

Haplotipos N %
Bantu (CAR) 35 72,9
Atipicos 13 27,1

TOTAL 48 100,0
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No grafico 03 mostra a combinagdo dos haplotipos B> encontrados nos 24 pacientes, 15
(62%) apresentam o gendtipo CAR/CAR; 05 (21%) apresentam o gendtipo CAR/Atp e 04 (17%)
apresentam o genotipo Atp/Atp.

Grafico 3: Distribui¢io dos haplétipos B° encontrados nos 24 pacientes

Genotipos

17%

H CAR/CAR
H CAR/Atp
L1 Atp/Atp

A figura 08 mostra os fragmentos do produto da PCR de todos os primers amplificados.
O tamanho da banda do fragmento amplificado foi utilizado como pardmetro para identificar a
digestdo enzimatica em cada amostra. Quando ndo ocorria digestdo era visualizada apenas uma

banda com o mesmo perfil do gel com apenas fragmentos amplificados.

Figura 8: Eletroforese horizontal em gel de agarose dos produtos de PCR de cada primer

As figuras 09 a 12 representam exemplos de perfis das bandas de fragmentos de DNA

obtidos ap6s digestdo enzimatica, a fim de detectar os diferentes genotipos p°.
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Figura 9: Eletroforese horizontal em gel de agarose dos primers HO/H1 e H9/H10.

Eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% de produto PCR obtido os primers HO/HI (regido 5’y~) digerido com
a enzima Xmn | (colunas com nimero impar) e H9/H10 (regido 5°f) digerido com a enzima Hinf I (colunas com
nimero par) overnight por 12 horas em termociclador a 37°C. Todas as colunas correspondem as amostras
homozigotas que ndo sofreram cortes enzimaticos (resultado -/-).

Figura 10: Eletroforese horizontal em gel de agarose dos primers H2/H3

Eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% de produto PCR obtido os primers H2/H3 (regido y®) digerido com a
enzima Hind IIl overnight por 12 horas em termociclador a 37°C. Colunas 4, 6 e 8 correspondem as amostras
homozigotos que ndo sofreram cortes enzimaticos (resultado -), colunas 1 e 3 correspondem a amostras heterozigotas
que sofreram cortes enzimaticos parcial (-/+), colunas 2, 5, 7, 9 e 10 correspondem a amostras homozigotas que
sofreram corte enzimatico total (+/+).

Figura 11: Eletroforese horizontal em gel de agarose dos primers H3/H4

Eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% de produto PCR obtido os primers H3/H4 (regiio y") digerido com a
enzima Hind Ill overnight por 12 horas em termociclador a 37°C. Todas as colunas correspondem as amostras
homozigotos que ndo sofreram cortes enzimaticos (resultado-/-).
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Figura 12: Eletroforese horizontal em gel de agarose dos primers H5/H6 e H7/H8

—

Eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% de produto PCR obtido os primers H5/H6 (regiao ¥p ) e H7/H8
(regido 3’WPB) digerido com a enzima Hinc Il overnight por 12 horas em termociclador a 37°C. Todas as colunas
correspondem as amostras homozigotos que nao sofreram cortes enzimaticos (resultado-/-).

Os dados laboratoriais de todos os pacientes estdo mostrados no Anexo D. Na tabela 04
estdo os resultados de médias e desvio padrdo dos parametros hematoldgicos. Para essa analise
foi separado apenas os pacientes com genotipo CAR/CAR, naturais do estado da Paraiba que néo

fazem uso da hidroxiuréia.

Tabela 4: Resultados em medias e desvio padrdo dos dados laboratoriais dos pacientes com
genotipo CAR/CAR

Tipos de
Parametros Hematolégicos Hemaoglobinas

Hcia Ho Hb VCM HCM CHCM RDW DHL Retic A2 S F C

N (x10%mm3) (%) (g/dL) (fL) (pg) (%) (%) (UL) (%) (%) (%) (%) (%)
03 34 34 108 100 31 31 16 1258 85 15 76,2 22,3

19 2,6 26 76 100 29 29 20 860 14 14 595 391

13 2,7 27 83 100 30 30 19 1182 17 2 762 21

11 4,2 336 10,6 80 25 31 20 745 5 45 60,1 2,8 346
14 2,6 26 8 100 30 30 19 936 11 3,7 854 10,9

24 2,8 22 69 78 24 31 31 2024 15 39 91,7 46
Média 31 28,1 87 93 282 303 208 11675 118 28 749 168 -
Desvio

- 0,6 47 1,6 109 29 0,8 52 4623 45 14 131 136 -
Padrao




31

Para comparagdo de médias entre os grupos de gendtipos B° encontrados fez-se necessario
a exclusdo de pacientes que faziam uso do medicamento hidroxiuréia e do paciente natural de
Pernambuco.

As tabelas 05 e 06 apresentam a comparacdo dos valores médios dos parametros
hematoldgicos analisados e dos tipos de hemoglobina entre os diferentes grupos.

O menor valor médio de hemoglobina foi encontrado no grupo CAR/CAR (8,7 £ 1,6),
seguida do grupo CAR/Atp (9,5 * 2,6). Em relacdo aos reticulocitos o maior valor médio foi
encontrado no grupo CAR/CAR (11,8 £ 4,5) em seguida o grupo Atp/Atp (9,7 + 8). N&o foram
observadas diferencas estatisticas significativas (P < 0,05) entre 0s grupos para todos os valores

médios dos parametros hematoldgicos analisados.

Tabela 5: Comparacdo da média e desvio padrdo dos parametros hematologicos entre gendtipos
BS identificados

Gendtipos
Parametros
- CAR/CAR CAR/Atp Atp/Atp P-valor
HematolGgicos
(n=6) (n=2) (n=6)

Hcia (x10°/mm°) 3,1+06 35+15 33+1,0 0,82
Hto (%) 28,1+4,7 29,8+7,9 31+74 0,77
Hb (g/dL) 8,7+1,6 95+26 9,6+24 0,77
VCM (fL) 93+10,9 89 + 15,6 94,9+10,3 0,84
HCM (pg) 28,2+29 28142 29+28 0,91
CHCM (%) 30,3+0,8 3110 30,5+0,6 0,53
RDW (%) 20,8+5,2 17+28 19,3+3,8 0,59
DHL (U/L) 1167,5 £ 462,3 634,5 + 125,2 716,3 + 266 0,14
Retic (%) 11,8+45 6+4.2 97+8 0,50

O grupo CAR/CAR (74,9 £ 13,1) apresentou valores médios de Hemoglobina S maior
que o grupo Atp/Atp (74,2 + 21,1). A maior média de hemoglobina F é encontrada no grupo
CAR/CAR (16,8 £ 13,6). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica (P < 0,05) entre 0s grupos

para cada tipo de hemoglobina.
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Tabela 6: Comparacdo da média e desvio padréo dos diferentes tipos de hemoglobinas entre
genotipos BS identificados

Genotipos
Tipos de
. CAR/CAR Atp/Atp P-valor
Hemoglobinas
(n=6) (n=3)
Hb A, 28114 3,1+£0,7 0,67
Hb S 749+131 74,2 +217 0,97
Hb F 16,8+ 13,6 7,3+58 0,18

O resultado em meédia e desvio padrdo da enzima G6PD foi de 19,9 + 4,5 U/g Hb. De
acordo com os valores de referencia na tabela 07 a atividade da enzima G6PD de todos os

pacientes encontra-se normal. Todos os valores estdo descritos no Anexo D.

Tabela 7: Valores de referencia da enzima G6PD

VALORES DE REFERENCIA DA G6PD

Deficiente Menor ou Igual a 2,1 U/g Hb
Intermediario De2,2a6,6 Ug Hb
Normal Maior ou Igual 6,7 U/g Hb
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6. DISCUSSAO

A anemia falciforme é considerada a condicdo hematoldgica e hereditaria com a maior
taxa de prevaléncia do mundo. No Brasil, é a doenca genética mais comum, que atinge
majoritariamente a populacdo preta, porém o Brasil é caracterizado por possuir ampla
heterogeneidade genética, ou seja, alto grau de miscigenacdo, portanto a distribuicdo das
variantes da hemoglobina estd intimamente relacionada aos grupos étnicos que a compdem
(NAOUM, 2000; NETO, 2003)

A determinacio dos haplétipos do gene B° auxilia na compreensdo da heterogeneidade
fenotipica da anemia falciforme, uma vez que os mesmos estdo associados a concentracdes
variaveis de hemoglobina F, fator interferente na formacdo de polimeros de hemoglobina S
(STEINBERG, 1996).

A distribuicdo de haplotipos na populagdo mundial varia de acordo com as migracdes
historicas dos povos da Africa. Historicamente, a presenca de pessoas pretas no pais teve inicio
por volta de 1550, quando os senhores de engenho passaram a utilizar povos trazidos da Africa
como escravos para substituir a mao de obra indigena nativa. (ARRUDA; PILETTI 1997,
BITOUNGUI et al., 2015).

Esses haplotipos sdo nomeados de acordo com sua origem étnica e geografica: Bantu
(CAR, originado na Africa central-sul e leste), Benin (BEN, Africa centro-oeste), Senegal (SEN,
Africa atlantica oeste), Camarbes (CAM, ao longo da costa oeste da Africa) e Arabe-Indiano
(ARAB, do subcontinente indiano e da peninsula arabica oriental). Com base na distribuicdo dos
haplotipos ficou demonstrado que a mutacdo que da origem a HbS surgiu pelo menos cinco vezes
na histdria da humanidade (LINDENAU et al., 2016).

A Paraiba se inseria no trafico negreiro de forma indireta e 0 assumia como um carater
complementar na sociedade escravista, por isso a quantidade de escravos vindos da Africa era
inferior as principais capitanias/provincias: Salvador, Recife e Rio de Janeiro. Definir o lugar de
procedéncia dos africanos vindos para as Américas € um trabalho arduo, embora os povos da
regido centro-ocidental da Africa, de origem bantu, possuem certa proximidade cultural a essas
capintanias/provincias. Levando também em consideracdo as rotas do comercio atlantico, a
composicdo demografica dos africanos na Paraiba era de predominancia bantu (GUIMARAES,
2015)
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Neste trabalho foi abordado uma populagdo de pacientes diagnosticados com AF no
Estado da Paraiba acompanhados pelo Hospital Infantil Arlinda Marques. Os resultados
demonstram em relacdo ao nimero de cromossomos e considerando apenas 0s pacientes
paraibanos, as frequéncias de haplétipos foram: 71,7% para Bantu (CAR) e 28,2 para 0s atipicos.
Com relagao aos genoétipos, a maioria (58,3%) foram identificados como portadores do genétipo
CAR/CAR, incluindo o paciente natural de Pernambuco. Em seguida, os pacientes com o
genotipo atipico heterozigoto e homozigoto, respectivamente, CAR/Atp (20,8%) Atp/Atp
(16,6%).

Outros trabalhos realizados em estados do nordeste brasileiro corroboram com esse
resultado. Em Pernambuco, estado mais proximo da Paraiba o estudo de Betania e colaboradores
(2016), realizado com 706 pacientes, com 1412 cromossomos estudados, o haplotipo Bantu
demonstrou frenquencia total de 74,3% e desses cromossomos, 6,4% foram classificados como
Atipicos confirmando o estudo de Bezerra e colaboradores, trabalho realizado anteriormente, que
também demonstrou prevaléncia do haplotipo Bantu (81,1%), em um estudo realizado com 74
criancas na mesma regido (BEZERRA, et. al., 2007). No rio grande do norte, outro estado que faz
fronteira com a Paraiba, um estudo realizado por Cynthia e colaboradores com 47 pacientes (94
cromossomos), as frenquencias de haplétipos foram de 75,5% CAR, seguido do haplotipo Benin
(12,8%) e 5,3% para os atipicos. (CABRAL, 2011; HATZLHOFER, 2016).

Esse mesmo estudo, relacionado aos haplétipos p° foi realizado em diversas regides do
Brasil. No nordeste, apenas no estado da Bahia, ndo se observa claramente o predominio do
haplotipo Bantu, nesta regido as frequéncias dos haplétipos Bantu (41% a 48,1%) e Benin (45,6%
a 55%) podem ser consideradas semelhantes (GONCALVES et al., 2003; ADORNO et al., 2004;
ADORNO et al., 2008). O historiador Pierre Verger descreveu gque o0s escravos da Bahia foram
trazidos da regido do Golfo do Benin (origem do hapl6tipo Benin) e o restante do Brasil recebeu
grande imigracao de escravos do Congo e da Angola (origem do haplétipo Bantu), isso explica a
diferenca dos resultados de haplotipos do Estado da Bahia em relacdo aos outros estados
(VERGER, 1987). O estudo de Galvdo e colaboradores realizado em Fortaleza obtiveram o
haplotipo bantu como mais prevalente (69,2%) seguido do Benin (19,2%) e 11,5 do tipo Atipico
(GALVAO, 2016).

A combinacdo CAR/CAR descritas nas populagdes brasileiras varia entre Estados.
CAR/CAR também foi o haplotipo mais prevalente no Rio Grande do Sul (55,2%), Rio de
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Janeiro (89,2%) e Minas Gerais (60,8%) e Parana (76%) (LINDENAU, 2009; RODRIGUES, D.
0. W, 2016; DA SILVA et al., 2014; LEAL, A. S. et al, 2016; WATANABE, A. M., 2017)

Tais resultados mostram que, de fato, no Brasil, o principal haplétipo ligado ao grupo de
genes da globina beta é o CAR seguido do BEN. O haplétipo CAR estd associado a
concentragbes reduzidas de HbF e, consequentemente, a uma clinica mais grave
(VATHIPADIEKAL et al., 2015).

Em contrapartida, no presente estudo ndo foi encontrado diferenga estatisticamente
significativa (P < 0,05) entre os valores médios dos parametros hematoldgicos e concentracées de
hemoglobinas A;, S, F nos grupos analisados, provavelmente estes resultado podem estar
relacionados ao fato da comparacgé@o néo ter ocorrido entre grupos de hapldtipos diferentes e sim
entre um grupo heterozigoto CAR/Atp e homozigoto Atp/Atp. Na literatura sdo raras as vezes
que sdo comparadas com haplotipos Atipicos, porem foram os Gnicos grupos possiveis para fazer
comparacgdo. O numero reduzido de pacientes também contribue para essa possivel interferéncia.

A maioria dos pacientes desse estudo relatou ter sido internado pelo menos uma vez por
ano (48%) e (31%) dos pacientes se internaram pelo menos uma vez por més. As causas Sao as
mesmas para todos os pacientes entrevistados, independente do tipo de hapldtipo encontrado,
crise vaso oclusiva (dor nos 0ssos, articulagdes e abddmen) e infecgcdes (pneumonia, infeccao
urinaria). O caso mais grave foi de paciente com genotipo CAR/CAR que relatou dano no rim
ocasionado pelas recorrentes infec¢des urinaria. Crise vaso oclusiva de um paciente com anemia
falciforme ja € bem relatada na literatura por levar o paciente a eventos dolorosos, o qual muitas
vezes resulta em internacdo (SOUZA, 2016).

Enguanto a anemia falciforme é uma doenca genética autossdmica recessiva, a deficiéncia
de G6PD é uma desordem relacionada ao sexo, uma mutacdo no cromossomo X, sendo 0S
homens mais afetados que as mulheres, portanto uma mutacdo ndo depende da outra, mas elas
podem coexistir. Além disso, a alta incidéncia de deficiéncia da G6PD é relatada em alguns
lugares do mundo onde ha grande prevaléncia da anemia falciforme na populacdo (GUINDO,
2007; FASOLA, 2019).

A deficiéncia da G6PD é uma das eritroenzimopatias mais comuns em todo mundo,
afetando cerda de 400 milhdes de pessoas, é encontrada com frequéncias variadas, dependendo
da regido e do grupo étnico. Ocorre com maior frequéncia em individuos do Mediterraneo, de

origem africana ou asiatica, podendo apresentar incidéncia de 5% a 25% em algumas populacdes.
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Pesquisas realizadas no Brasil e em alguns paises da America Latina mostraram alta prevaléncia
(> 10%) da deficiéncia G6PD na populacdo estudada (CAPPELLINI, et al, 2008; MONTEIRO,
2014)

Ja foi encontradas 186 variantes genotipicas conhecidas da G6PD, a maioria delas
resultando em fenotipos assintomaticos até serem expostos a gatilhos hemoliticos. Essas variantes
da G6PD sdo heterogeneamente espalhadas entre diferentes paises, apresentando distribuicdes
especificas de regido distintas, que podem estar relacionadas a rotas especificas de migracdo
humana (MUNICCI, et al, 2012; HOWES, et al, 2013).

A doenca pode ter um efeito sutil na severidade da hemdlise, porém piora o grau de
anemia na doenca falciforme quando os dois distarbios coexistem. Portanto, em caso de pacientes
nos quais as duas condigdes coexistem a decisdo na escolha de medicamentos e de tratamento de
infeccdes deve ser seletiva (FASOLA, 2019).

Nesse estudo, foi analisada a atividade da enzima G6PD nos pacientes com AF e de
acordo com os valores de referencia, os resultados mostraram que 0s pacientes examinados
possuem atividade normal da enzima G6PD, sendo assim, ndo foi encontrado coexisténcia de

anemia falciforme e deficiéncia da G6PD nos pacientes examinados.
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7. CONCLUSAO

Os haplétipos ligados ao gene da globina B° encontrados foram, CAR/CAR (62%),
CAR/Atp (21%) e Atp/Atp (17%).

N&o houve coexisténcia de deficiéncia da enzima G6PD e anemia falciforme nos
pacientes que participaram do estudo.

Os pacientes com Anemia Falciforme acompanhados no Hospital Infantil Arlinda
Marques, sdo em sua maioria de baixa renda, a maioria dos responsaveis ndo tem ensino superior,
0 que dificulta a entrada no mercado de trabalho. Até 0 momento da entrevista, a maioria dos
responsaveis estavam desempregados, sobrevivendo com o auxilio oferecido pelo governo

federal.
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ANEXOS

ANEXO A

& & &

\ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E m
\h \g ESCLARECIDO
S

PGBCM

Prezado (a) Senhor (a)

Precisamos da sua autorizacdo para que 0 menor, sob sua responsabilidade, seja
convidado (a) de forma voluntaria a participar desta pesquisa intitulada: “Concentragdo de
hemoglobinas variantes e caracterizagdo molecular dos haplotipos ligados ao gene da globina
e deficiéncia da enzima g6pd em paciente com anemia falciforme no estado da Paraiba” que esta
sendo desenvolvida pela pesquisadora Amanda Freire de Souza aluna do Curso de P6s Graduacéo
em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do Prof.
Dr. Leonardo Ferreira Soares.

Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario, exames de
laboratdrio e exames clinicos. O motivo que nos leva a desenvolver este projeto € que queremos
caracterizar os diferentes quadros clinicos que afetam os pacientes com anemia falciforme no
Estado da Paraiba.

Para este projeto adotaremos 0s seguintes procedimentos: a partir do prontuario do menor
nés iremos coletar dados pessoais, clinicos e exames de laboratério ja realizados sob sua
responsabilidade e montar um banco de dados para facilitar as analises. Também precisamos
coletar 5 ml de sangue em um tubo. Este tubo com sangue sera utilizado para separar 0 material
genético, o DNA e fazer estudos moleculares. Esse material sera trabalhado no Laboratério de
Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética da Universidade Federal da Paraiba, Campus I,
Jodo Pessoa, para estudar o material genético na busca de informagGes que contribuem para as

variagoes clinicas observadas na doenca falciforme.
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Para participar deste projeto, 0 menor sob sua responsabilidade ndo ter4 nenhum custo,
nem receberd dinheiro. A participacdo é totalmente voluntaria, o menor estard livre para
participar ou recusar-se a participar. Vocé, como responsavel pelo menor, podera retirar seu
consentimento ou interromper a participagdo dele a qualquer momento. A participacdo é
voluntaria e a recusa de participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagcdo na forma
em que é atendido (a) pela pesquisadora que ira tratar a identidade do menor com padrdes
profissionais de sigilo e confidencialidade. O menor ndo sera identificado (a) em nenhuma
publicacao.

Este projeto apresenta pouco risco. A coleta de sangue serd feita por um profissional
treinado, mas em alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) ou infec¢do na regido do
braco onde a agulha foi introduzida e podera haver incomodo no momento da picada da agulha.
Caso seja feita uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta
mesma amostra podera ser usada para nossa pesquisa sem a necessidade de uma nova coleta. O
risco de quebra de confidencialidade sera diminuido com a utilizacdo de cddigos alfanuméricos
para identificar as amostras coletadas, e as informacdes retiradas dos prontuarios, do questionario
e 0s resultados da pesquisa incluidos no banco de dados estardo em um unico computador com
acesso protegido por senha onde somente a pesquisadora tera acesso.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderdo ajudar o
médico a tratar a doenca falciforme com outras perspectivas; de forma indireta pode trazer
beneficios a outras pessoas, que como o paciente, tem a doenga falciforme.

Os participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano resultante
de sua participacdo na pesquisa, previsto ou ndo no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, tém direito a indenizacéo, por parte do pesquisador (a), do patrocinador e das
instituicdes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é totalmente voluntéria e, portanto, o (a)
senhor (a) ndo é obrigado (a) a fornecer as informacGes e/ou colaborar com as atividades
solicitadas pelo Pesquisador (a). Caso decida ndo consentir a participacdo do menor no estudo, ou
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrerd& nenhum dano, nem havera
modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo. Os pesquisadores estardo a sua

disposicao para qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.



48

Esse termo de consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo
que uma copia seré arquivada pela pesquisadora responséavel e a outra sera fornecida a vocé. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislacdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as
informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos do presente estudo, vocé pode entrar

em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa Pesquisadora Responsavel

Hospital Universitario Lauro Wanderley Amanda Freire de Souza

Universidade Federal da Paraiba / UFPB Laboratério de Biologia Molecular
Hospital Universitario Lauro Wanderley / Estrutural e Oncogenética

HULW Universidade Federal da Paraiba / UFPB
2° andar Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza /
CEP: 58059-900 — Jodo Pessoa/PB CCEN

& (83) 3216-7964 / 3216-7955 & (83) 3216-7436 /9 9986-1494

E-mail : comitedeetica@hulw.ufpb.br E-mail: amandafsbhio@gmail.com
Horario do Expediente: 8h00 as 17h00 Pesquisador Responsavel

Leonardo Ferreira Soares

Universidade Federal da Paraiba / UFPB
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza /
CCEN

& (83) 99967-3013

E-mail: leonardosoares@hotmail.com
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Ao assinar esse termo natural declaro que aceito participar da pesquisa
“Concentragdo de hemoglobinas variantes e caracterizagdo molecular dos haplotipos
ligados ao gene da globina f e deficiéncia da enzima G6-PD em paciente com anemia
falciforme no estado da Paraiba”, depois de ter sido informado (a) dos objetivos da
presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e ter esclarecido minha duvidas. Sei que
a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes. Tendo o consentimento do
meu responsavel, declaro que concordo em participar desta pesquisa, recebi uma via
deste termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de esclarecer e tirar minha

duvidas e entendi que ndo havera nenhum problema se caso eu desistir.

Jodo Pessoa, de de

Assinatura do pesquisador

Nome do responsavel Assinatura

gl B W N
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ANEXO B

& & &
W TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO m
%\\. (TALE)

Prezado (a),

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar desse projeto de
pesquisa intitulado: “Concentra¢do de hemoglobinas variantes e caracterizagdo
molecular dos haplotipos ligados ao gene da globina f e deficiéncia da enzima G6-PD
em paciente com anemia falciforme no estado da Paraiba’, coordenado pelo Professor
Leonardo Ferreira Soares, contato: (83) 9 9967-3013 e a pesquisadora Amanda Freire
de Souza, contato (83) 9 99861494. Seus pais permitiram que vocé participasse.

NOs precisamos coletar seu nome, endereco e outros dados seus que Seu
médico(a) escreveu em seu prontudrio e precisamos que responda algumas perguntas no
questionario que sera entregue, apenas para enriquecimento da pesquisa. Tambem
precisaremos coletar amostras do seu sangue para fazer estudos.

Para participar dessa pesquisa, 0 responsavel por vocé deverd autorizar e
assinar um termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum gasto, nem recebera
qualquer dinheiro. Vocé sera esclarecido de qualquer coisa que quiser saber e s6 precisa
participar da pesquisa se quiser, € um direito seu e ndo terd nenhum problema se
desistir. A sua participacao é voluntaria e a recusa de participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido(a) pela pesquisadora que irad
tratar a sua identidade com sigilo. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma
publicacao.

Este projeto apresenta pouco risco. A coleta de sangue sera feita por um
profissional treinado, mas em alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na
regido do braco onde a agulha foi introduzida e podera haver incomodo no momento da
picada da agulha. Caso seja feita uma coleta de sangue para exames referentes ao
acompanhamento clinico, esta mesma amostra podera ser usada para nossa pesquisa
sem a necessidade de uma nova coleta. O risco de quebra de confidencialidade sera
diminuido com a utilizacdo de codigos alfanuméricos para identificar as amostras
coletadas, e as informacdes retiradas dos prontuarios, do questionario e os resultados da
pesquisa incluidos no banco de dados estardo em um unico computador com acesso
protegido por senha onde somente a pesquisadora tera acesso.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderéo
ajudar o seu médico(a) a tratar a doenca falciforme; pode trazer beneficios a outras
pessoas que como vocé tem doenca falciforme.

A pesquisa sera feita no Hospital Arlinda Marques onde sera coletado amostras
de sangue de criangas com Anemia Falciforme, pds coleta esse material serd levado ao
Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética da Universidade Federal
da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa, para estudar o material genético na busca de
informacGes que contribuem para as variacBes clinicas observadas na doenca
falciforme. Ninguém saberd que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Seu nome ou
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material utilizado ndo serd repassado a terceiros sem autorizagdo do responséavel por
vocé. Os resultados da pesquisa véo ser utilizados para a dissertacdo de mestrado da
pesquisadora Amanda Freire de Souza, mas sem identificar as criancas que
participaram.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é totalmente voluntéria e, portanto,
0 (a) senhor (a) ndo é obrigado (a) a fornecer as informacGes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador (a). Caso decida ndo consentir a participacdo do
menor no estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, nao sofrera
nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituig&o.
Os pesquisadores estardo a sua disposicéo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Esse termo de consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas
vias, sendo que uma copia sera arquivada pela pesquisadora responsavel e a outra sera
fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo, atendendo a legislagéo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional
de Saude), utilizando as informag6es somente para fins académicos e cientificos.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Ao assinar esse termo natural declaro que aceito participar da pesquisa
“Concentragdo de hemoglobinas variantes e caracterizagdo molecular dos haplotipos
ligados ao gene da globina f e deficiéncia da enzima G6-PD em paciente com anemia
falciforme no estado da Paraiba”, depois de ter sido informado (a) dos objetivos da
presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e ter esclarecido minha duvidas. Sei que
a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes. Tendo o consentimento do
meu responsavel, declaro que concordo em participar desta pesquisa, recebi uma via
deste termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de esclarecer e tirar minha
duvidas e entendi que ndo havera nenhum problema se caso eu desistir.

Jodo Pessoa, de de

Assinatura do pesquisador

Nome do menor Assinatura
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ANEXO C
vy )
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
w CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA OBC
m PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM BIOLOGIACELULARE ~ PGBCM
S MOLECULAR

BANCO DE DADOS CLINICO

IDENTIFICACAO

. Data da entrevista: / /

. Local da coleta:

. Iniciais do nome do paciente:

. N° do Prontuario:

. Data do nascimento: / /

1
2
3
4
5. Cidade de nascimento: Estado:
6
7.Sexo: ( )F ( )M

8.Raca: ( )Branca ( )Preta ( )Parda ( )Amarela ( ) Indigena

9. Escolaridade:

() Nao alfabetizado ( ) Alfabetizado ( ) Fundamental completo ( ) Fundamental
incompleto () Médio completo ( ) Médio incompleto ( ) Superior completo ( )
Superior incompleto

10. Grau de parentesco do responsavel:

11. Nome do responséavel:

12. Situacao ocupacional do responsavel:

( ) empregado ( ) desempregado ( ) autbnomo ( ) estudante ( ) aposentado
13. Domicilio: ( ) proprio ( ) alugado ( ) cedido ( ) outros

14. Renda familiar em salarios minimos:

( )menosdel () l1la2 ()3 a4 () masque5 a6 ( )ndosabe
15. Uso da Hidroxiureia: ( )sim ( )nédo

16. Data de inicio de uso da hidroxiureia: / /
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HISTORICO DE INTERNAGOES

17. Com que frequiéncia voceé é internado? ( ) 1vez por més ( ) 1 vez por semestre
() Pelo menos 1 ou 2 vezes por ano () Mais de 2 vezes por ano

18. Qual (is) o (s) motivo (s) do (s) internamento (s)?

19. Quando foi o ultimo internamento?

20. Por quanto tempo vocé ficou internado no ultimo internamento?
()Delab5dias ()Deb5al5dias ()15almés ( )acimadelmés ( )Acima

de 2 meses

COMPLICACOES

() Crise de dor () Convulséo ( ) Dactilite (sindrome mao —pé) ( ) Crise aplastica ( ) Crise algicas
() Doenca cerebrovascular () Doenga hepética obstrutiva () Doenca renal cronica

() Hipotireoidismo () Meningite ( ) Esplenectomia (retirada do bago) ( ) Ulcera de perna

() Crise de Infecgdes ( ) Sindrome toracica aguda () Sequestro esplénico agudo
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Dados laboratoriais dos 24 pacientes com anemia falciforme que participaram do estudo

N Idade I;icia . Hto Hb VCM HCM CHCM RDW DHL Retic G6PD HbA2 HbsS Hb F HbC HbA Haplétipos
(anos)  (x10°/mm°) (%) (g/dL) () (p9) (%) (%) (UL (%) U ) %) () (%) (%)
> F 07 19 22 7 115 36 31 10 1537 0,6 13,59 1,7 76,7 21,6 - CAR/CAR
2 M 03 4,4 35 10,9 79,5 24,8 31 18 542 25 21,59 - Atp/Atp
3 M 10 3,4 34 10,8 100 31 31 16 1258 8,5 23,11 15 76,2 22,3 - CAR/CAR
4 M 18 3,8 38 12 100 31 31 15 455 33 23,97 2,8 49,4 1,7 6,10 - Atp/Atp
5 M 13 45 3%4 113 78 25 31 15 546 3 11,2 - CAR/Atp
6* M 09 2,4 24 78 100 32 32 16 1245 14 23,2 31 96,9 - CAR/CAR
7 F 03 3 30 9 100 30 30 20 837 15 26,63 2,7 84,1 13,2 - Atp/Atp
8* M 09 2,8 33 10,9 119 38 32 15 587 25 18,51 2,9 72,1 14,6 - CAR/Atp
9 M 10 2,4 24,2 7,6 100 31 31 19 723 9 19,6 31 78,5 18,4 - CAR/Atp
100 F 05 31 325 101 103 31 30 17 895 9,5 28,10 37 82,5 13,8 - CAR/CAR
1 M 09 4,2 336 10,6 80 25 31 20 745 50 11,69 45 60,1 2,8 34,6 - CAR/CAR
12 M 12 2,4 24,0 7,6 100 31 31 16 1262 9,6 25,82 3,0 89,8 72 - CAR/CAR
13 F 05 2,7 27 8,3 100 30 30 19 1182 17,0 12,10 2,0 76,2 21,0 - CAR/CAR
14 M 10 2,6 26 8 100 30 30 19 936 11,0 23,43 37 85,40 10,9 - CAR/CAR
15 M 04 2,2 231 72 107 33 31 21 643 20% 22,1 2,4 86,9 10,7 - CAR/CAR
16* M 08 31 31,10 96 100 30 30 18 1315 7 18,3 2,7 80,8 16,5 - CAR/Atp
17 M 01 2,4 24 74 100 30 30 23 756 8,0 18,8 - CAR/Atp
18* F 03 2,1 24,3 75 114 35 30 17 854 21,0 18,9 18 54,5 40,4 - CAR/CAR
19 M 04 2,6 26 7,6 100 29 29 20 860 14,0 23,9 14 59,5 39,1 - CAR/CAR
20 F 11 2,0 2250 71 115 36 31 16 1263 8 20.9 3,0 80 13,2 - CAR/CAR
21%* M - 2,1 21 6.5 100 30 30 22 1244 15,0 19,5 CAR/CAR
2 M 10 2,1 21 6.5 100 30 30 24 1031 18,0 15,5 39 89,2 6,9 - Atp/Atp
23** M - 2,8 28 8,6 100 30 30 21 1270 14,0 18,2 3,0 72 25 CAR/CAR
PZ 09 2,8 22 6.9 78 24 31 31 2024 15 16,2 39 91,7 4,7 - CAR/CAR

*Pacientes que usam o medicamento hidroxiuréia
**Desconhecimento quanto ao uso da hidroxiuréia



ANEXO E

= UFPB - HOSPITAL
— UNIVERSITARIO LAURO W” y
e WANDERLEY DA

Coninuagdo do Parecer 3.078.540

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Os termos obrigatorios foram apresentados possibilitando adequada avaliag8o no que se refere aos

aspectos éticos & metodoldgicos.

Recomendagdes:

Recomenda-se que o pesquisador responsavel e demais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOQLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW. Caso ocorram
intercoméncias durante ou apds o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alteragdo de titulo, mudanca
de local da pesquisa, populagdo envolvida, entre outras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este

CEPR, via Plataforma Brasil, aprovacdo de tais alteracdes, ou buscar devidas orientagdes.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagoes:

A pesquisadora atendeu as solicitagdes feitas anteriormente pelo CERP/HULW, portanto, o estudo encontra-
se adequado e exequivel sob os aspectos &ticos & metodolégicos recomendados pela Resolugio 466/2012,
CMS/MS. Ndo hd pendéncias nem inadequagdes a serem notificadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer de APRO‘JA(}.&O do protocclo de pesquisa, emitido pelo Colegiado do CEP/HULW,
em reunifo ordinaria realizada em 11 de dezembro de 2018,

DBSEH*.-’AQE)ES IMPORTANTES PARA O(5) PESQUISADORES

. O participante da pesquisa efou seu responsavel legal devera receber uma via do TCLE na integra, com
assinatura do pesquisador responsavel e do participante efou responsavel legal. Se o TCLE contiver mais
de uma felha, todas devem ser rubricadas & com aposigdo de assinatura na Gitima felha. O pesquisador
devera manter em sua guarda uma via do TCLE assinado pelo participante por cinco anos.

. O pesquisador devera desenvolver a pesquisa conforme delineamento aprovado no protocolo de pesquisa
e 50 descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade, pelo CEP que o aprovou,
aguardando seu parscer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que regueiram acdo
imediata.

Lembramos que & de responsabilidade do pesquisador assegurar gue o local onde a pesquisa sera
realizada ofereca condigoes plenas de funcionamento garantindo assim a seguranga e o bem-estar dos
participantes da pesguisa € de guaisquer outros envolvidos.

Eventuais modificagdes ao protocolo devem ser apresentadas por meio de EMENDA ao CEPHULW

Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderiey - 2° andar - Campaus | - UFPB.

Bairro: Cidade Unmersitana CEP: 5g.058-800
UF: PE Municipio: JOAD PESS0A
Telefone: (B3)3216-T064 Fax: (83)3216-7522 E-mail: comitedestica hulw2018@Egmail.com
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< - UFPB - HOSPITAL
- UNIVERSITARIO LAURO

WANDERLEY DA

Im':','_!lb,l&‘l_z!ﬂ.
Contnuagdo do Parecer: 3.078.540

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Né&o

JOAO PESSOA, 12 de Dezembro de 2018

Assinado por:
Caliandra Maria Bezerra Luna Lima
(Coordenador(a))
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