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RESUMO

Introducdo: A doenca falciforme (DF) é a doenca hereditaria monogénica mais comum no
Brasil.O termo DF inclui Anemia Falciforme (AF) e condi¢es patoldgicas em que o gene da
hemoglobina S esta associado a outras hemoglobinopatias hereditarias, tais como SC, S/beta’
e S/beta” talassemia (S/b), SD Punjab, entre outras. Ha descri¢do de 5 haplétipos do cluster
da cadeia globina (B°) ligados a HbS: Asiatico, Senegal, Benin, Bantu (CAR) e Camardes. A
DF pode ainda coexistir com as a-talassemias (a-Tal). A complicacdo mais severa na DF € 0
Acidente Vascular Encefalico (AVE), responsavel por 20% da mortalidade. As causas e
fatores que aumentariam o risco de AVE nédo sao completamente conhecidos. Varias linhas de
evidéncia sugerem que uma assinatura genética poderia influenciar o desenvolvimento de
AVE. Objetivos: Determinar a frequéncia de DF, investigar a coexisténcia da a-Tal,
identificar os haplotipos e estudar as associacfes entre estes determinantes genéticos com
AVE em criancas triadas pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais e
acompanhadas na Hemominas de Juiz de Fora. Metodologia: Foi realizada uma coorte
retrospectiva, na qual foram incluidas as criancas nascidas entre 1998 a 2007, com
diagnéstico confirmado de DF. Foram considerados para inclusdo no estudo, criangas com
Anemia Falciforme (AF), SC, S/h° e S/b*. As informagdes clinicas e laboratoriais foram
extraidas dos prontuarios médicos até 31 de dezembro de 2013 permitindo um
acompanhamento de no minimo cinco anos. O perfil socioecondmico foi obtido através da
aplicacdo do questionario do Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais Anisio
Teixeira. A determinagdo dos haplotipos e a presenga da o-Tal foi realizada por reacdo em
cadeia da polimerase e polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo. A analise
estatistica das associacOes foi feita com aplicacdo do teste Qui-quadrado considerando-se um
nivel de significancia de 5%, no programa SPSS Statistics® 14.0. O projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica e Pesquisa da Fundacdo Hemominas. Resultados: Entre 1998 e 2007, foram



triadas 188.916 criancas nascidas na regido da Zona da Mata Mineira e Vertentes, 110
criancas com DF preencheram os critérios de inclusdo e constituiram a populacdo deste
estudo. Entre as criangas com DF, 60% eram portadoras de AF. A prevaléncia da coexisténcia
com a a-Tal foi de 30,3% e 0 hapl6tipo Bantu (CAR) foi identificado em 89,2%. A incidéncia
de AVE foi significativamente maior nas criangas com AF (27,3% versus 2,3%; p = 0,001) e
no sexo masculino (24,1% versus 9,6%; p = 0,044). A presenca da a-Tal (p = 0,196), do
haplotipo CAR (p = 0,543) e fatores socioecondmicos nao foram significantemente associadas
a ocorréncia de AVE. Conclusdes: As criancas com AF tem 12 vezes mais risco de ter AVE
do que as que tém outros tipos de DF. A incidéncia de AVE no sexo masculino foi maior.
Coexisténcia de a-Tal ou haplétipos CAR ndo apresentaram associagdo significante com
AVE. A heterogeneticidade entre as populacbes previamente avaliadas e a néo
reprodutibilidade entre estudos indicam a necessidade de realizacdo de novas pesquisas para

verificar o papel desses fatores genéticos em criancas com DF.

Palavras chave: Anemia Falciforme, Acidente Vascular Cerebral, Haplotipos, a- Talassemia



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease (SCD) is the most common monogenic hereditary disease in
Brazil. The term SCD includes sickle cell anaemia and pathological conditions in which the S
haemoglobin gene is associated with other hereditary hemoglobinopathies, as SC, S/beta’ and
S/beta® talassemia (S/b), SD Punjab, among others. Five different types of beta globin chain
(B®) cluster haplotypes linked to HbS have been described: Asian, Senegalese, Benin, Bantu
(CAR) and Cameroon. SCD can also coexist with alpha thalassemia (a-Tal). The most severe
complication on SCD is stroke, which is responsible for 20% of mortality. The causes and
factors that could increase the risk of stroke are not completely known. Many lines of research
suggest that a genetic signature could influence the occurrence of stroke. Objective:
Determine the frequency of SCD , identify the haplotypes and study the associations between
these genetic determinants and stroke in children screened by the Minas Gerais’ State
Program of Neonatal Screening and followed-up in Fundacdo Hemominas in Juiz de Fora.
Methods: A retrospective cohort was established, in which were included children born
between 1998 and 2007, with confirmed diagnosis of SCD. Children with sickle cell anaemia,
SC, S/b° and S/b* were included. The clinical and laboratorial information were extracted
from medical records until December 31%, 2013, allowing a follow-up of at least five years.
The socioeconomic profile was obtained by applying the Anisio Teixeira National Institute of
Studies and Educational Research questionnaire. The haplotype determination and presence of
a-Tal was documented through the usage of polymerase chain reaction and restriction
fragments length polymorphisms. The statistical analysis of such associations was performed
by application of the chi-square test considering a level of significance of 5%, with SPSS
Statistics® 14.0 program. The project was approved by Fundagdo Hemominas’s Reasearch
Ethics Committee. Results: Between 1998 and 2007, 188,916 children were screened in

Minas Gerais’ Zona da Mata e Vertentes region, 110 children with SCD fulfilled the inclusion



criteria and composed the population of this study. Among children with SCD, 60% were
carriers of sickle cell anemia. The prevalence of coexistence with a-Tal was 30.3% and the
Bantu (CAR) haplotype was identified in 89.2%. The incidence of stroke was significantly
higher in children with sickle cell anemia (27.3% versus 2.3%; p = 0.001) and in the male
gender (24.1% versus 9.6%; p = 0.044). Presence of a-Tal (p = 0.196), CAR haplotype (p =
0.543) and socioeconomic factors were not significantly associated with the occurrence of
stroke. Conclusion: Children with sickle cell anemia have 12 times increased risk of having a
stroke than patients with other types of SCD. The incidence of stroke in the male gender was
higher. Coexistence with a-Tal and CAR haplotype were not significantly associated with
stroke. Heterogeneity between previously assessed populations and non reproducibility
among studies indicate the need to conduct further research to determine the role of these

genetic factors in children with SCD.

Keywords: sickle cell anemia, stroke, haplotypes, alpha thalassemia
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1 APRESENTACAO

A presente tese tem como tema a analise da coexisténcia da alfa talassemia e
identificacdo de haplotipos do cluster da cadeia de beta globina em criancas com diagndstico
de Doenca Falciforme (DF), realizado através do Programa de Triagem Neonatal do Estado
de Minas Gerais, através do Nucleo de Acles e Pesquisa em Apoio Diagnostico (NUPAD) da
Faculdade de Medicina da UFMG entre 1998 a 2007 e assistidas na Fundacdao Hemominas, no
municipio de Juiz de Fora — Minas Gerais. As variaveis consideradas na analise foram: tipo
de DF, sexo, preseng¢a ou auséncia da mutagdo para o gene da o-Tal, identificacdo do
haplotipo, concentracdo relativa de hemoglobina fetal no lisado de Hemacias, caracteristicas
socioeconémicas (escolaridade do cuidador e renda familiar) e a presenca de acidente
vascular encefalico. Trata-se de uma pesquisa desenvolvida no ambito do Ndcleo de
Assessoria e Treinamento em Educacdo e Saude — NATES, no Programa de P6s-Graduagédo
em Salde Brasileira da Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Juiz de Fora.

Segundo o regimento deste Programa, é necessario que pelo menos um artigo tenha
sido aceito ou publicado em revistas indexadas para a defesa da tese (Anexos G e H). No
momento do término da coleta e de posse dos dados relativos as caracteristicas dos pacientes,
optamos por submeter um artigo baseado na analise dos determinantes genéticos estudados e
manifestacdes clinicas neuroldgicas, denominado “Determinantes genéticos e acidente
vascular encefalico em criancas com doencga falciforme”. O que nos motivou a realizar tal
artigo foi verificar se os haplotipos da cadeia de beta globina e a coexisténcia da alfa
talassemia teriam um papel modulador positivo ou negativo para a ocorréncia de acidente
vascular encefalico (AVE) em criangas com Doenca Falciforme. Este conhecimento pode ser
usado para uma melhor orientacdo, entendimento das caracteristicas clinicas e da evolucéo

das criangas com doenca falciforme. Sdo apresentados ainda mais 2 artigos: “Avaliacdo da
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triagem neonatal para Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias: do diagndstico
na Atencdo Bésica a Saude ao tratamento na rede Publica Estadual — Uma analise
epidemioldgica, clinica e social — Hemocentro Regional de Juiz de Fora: passado e
presente da doenca falciforme” , publicado revista GERAIS: Revista de Saude Publica do
Sus/Mg, v. |, n.1, p.135-137,Jul/Dez.2013 (Anexo I) e o artigo “Retinopatia proliferativa
em paciente com Anemia Falciforme: relato de caso”, publicado na HU Revista , revista
oficial da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p.
129-135,Jul./Dez. 2015 (Anexo J).

A estrutura da tese foi composta por uma introducdo que contém os aspectos gerais,
onde sdo abordadas as principais questdes relacionadas a Doenca Falciforme. Segue-se uma
justificativa para o estudo, com énfase na necessidade do desenvolvimento de pesquisas
vinculadas aos servicos de saude, que possibilitem uma melhor compreensdo acerca da
doenca. Posteriormente, foram apresentados o0s objetivos considerados e a metodologia
adotada. Os resultados e a discussdo da pesquisa foram apresentados sob a forma do artigo
“Determinantes genéticos e acidente vascular encefélico em criancas com doenca
falciforme” submetido em 28 de novembro de 2015 e aceito em 14 de margo de 2016 no
Jornal de Pediatria, com previsao de publica¢do para numero 6 (Nov. /Dez. 2016) volume 92,
ISSN 1678-4782. Ao término, foram tecidas as consideracgdes finais, contendo as reflexdes e
recomendacdes com base no estudo realizado, seguidas das referéncias bibliograficas da tese,
apéndices e anexos.

As bolsas de iniciacéo cientifica (BIC) para os estudantes de graduacéo envolvidos, a
bolsa de apoio tecnico a pesquisa (BAT) e todo o material de laboratério utilizado no
desenvolvimento do estudo, tais como, kits de extragdo de DNA, reagentes para PCR,
enzimas de restricdo foram adquiridos com recursos do Edital do Programa Pesquisa para o

SUS - PPSUS via Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)
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sob o numero CDS- APQ-01431-10. Todos os exames laboratoriais e genéticos foram

realizados no Setor de Laboratdrio de Pesquisa da FUNDACAO HEMOMINAS.

2 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Doenca Falciforme (DF) é um termo genérico usado para determinar um grupo de
alteracbes genéticas caracterizadas pela presenca da hemoglobina S (HbS). Essas alteracGes
incluem a Anemia Falciforme, as duplas heterozigoses, ou seja, as associagdes de HbS com
outras variantes de hemoglobinas, tais como, HbD, HbC, e as interagdes com as talassemias.
A anemia falciforme (AF), uma doenca hereditaria causada por uma Unica mutacdo no gene
da B-globina, produz uma diversidade de expressbes fenotipicas nos pacientes acometidos
(SERJEANT,1997). A AF é a forma mais grave de apresentacdo da doenca falciforme e para
que a doenga se manifeste assim é necessario que ocorra uma homozigose dos alelos B5 no
gene responsdvel pela sintese da cadeia B da hemoglobina, conferindo a formagdao da
hemoglobina SS (HbSS). A HbSS em condicGes adversas, como a baixa oxigenacdo, a
acidose metabdlica ou a desidratacdo, se polimeriza o que faz com que a hemécia altere sua
forma de maneira irreversivel desencadeando uma oxigenacdo ineficiente e toda a complexa
fisiopatologia da doenca. (SAMARAH 2009; GONCALVES, 2003; OKUMURA, 2013)

As cadeias de alteraces que ligam o defeito molecular as manifestacdes clinicas nos
pacientes com DF devem ser analisadas em trés niveis: moléculas e células; tecidos e 6rgéos;
e o organismo completo. Cada um desses niveis implica em vias preferenciais e numerosos
fatores condicionantes que podem intensificar ou diminuir os efeitos, gerando a grande
variabilidade clinica observada. Os principais fatores que podem influenciar o fenétipo da DF
falciforme séo:

1. fatores genéticos que podem influenciar no processo de polimerizagcdo da hemoglobina S

(Hb S), no fendmeno da falcizacdo e na hemdlise;
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2. outros fatores genéticos que podem alterar a resposta individual a doenca, a suas
complicacdes ou ao tratamento;

3. polimorfismos nas moléculas celulares de adeséo vascular 1 (VCAM 1);

4 . niveis de Hemoglobina Fetal (HbF);

5. fatores ambientais como o local onde vive o paciente, prevaléncia de doencas
infectocontagiosas, condi¢cdes socioeconémicas e acesso e qualidade da assisténcia médica
(ZAGO e PINTO, 2007).

Entre os fatores genéticos que explicam a variabilidade da expressao clinica da DF
estdo a co-heranga de a-Talassemia (a-Tal) e os haplotipos do agrupamento de genes da BS-
globina (Haplotipos BS) (NAGEL, 2005; STEINBERG, 2005; STEINBERG, 2009). Estes
dois fatores foram analisados neste estudo associando-os a presenca de doenca cérebro-
vascular, tipo acidente vascular encefalico (AVE). O AVE é uma das mais sérias
complicacdes e ocorre em aproximadamente 11% dos pacientes com doenca falciforme até os
20 anos de idade (OHENE-FREMPONG et al., 1998).

A relacdo entre a interacdo de a -Tal e os aspectos clinicos e hematolégicos de
pacientes portadores da AF é uma &rea pouco explorada no estado de MG, com trabalho
realizado em 2010 por Belisario. Os estudos populacionais sobre os haplotipos BS em
pacientes com AF realizados no Brasil nos Gltimos anos identificaram caracteristicas proprias
quanto a frequéncia dos diferentes hapldtipos, refletindo a origem do fluxo de escravos
africanos recebidos na época do Brasil colonia. Os estudos que avaliaram a relacdo entre 0s
haplotipos BS e os aspectos clinicos e hematologicos dos pacientes com AF s&o controversos.
A maioria desses estudos foi desenvolvida na Jamaica e nos Estados Unidos, onde o hapl6tipo
Benin é muito mais frequente do que o haplétipo CAR, tornando inadequadas comparacdes
entre eles. Estudos realizados em S&o Paulo (ZAGO et al., 1992; GONCALVES et al., 1994;

FIGUEIREDO et al., 1996; LYRA et al., 2005), no Rio de Janeiro (FLEURY, 2007) e em
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Belo Horizonte (BELISARIO, 2010) mostraram uma grande prevaléncia de individuos
homozigotos para o haplotipo CAR e Benin no sudeste brasileiro.

A Fundacéo Centro de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS)
via Servico de Pesquisa e outras instituicdes tais como a Universidade Federal de Juiz de Fora
através projetos de cooperacdo mutuos previstos (Anexo E) propdem-se a realizar pesquisas
que possam melhorar a qualidade do atendimento aos pacientes com a aplicacdo de resultados
na abordagem e manejo de doencas genéticas.

O ambulatério de Hemoglobinopatias da Fundacdo HEMOMINAS Juiz de Fora é
referéncia na regido da Zona da Mata e vertentes para o atendimento e acompanhamento dos
pacientes com Doenca Falciforme (DF). Estdo cadastrados no ambulatério aproximadamente
1.000 pacientes com hemoglobinopatias, que sdo atendidos e orientados por uma equipe
multidisciplinar composta por médicos, enfermeiros, psicologo, assistente social, dentista,
dentre outros, garantindo uma abordagem ampla para estes pacientes portadores de uma
enfermidade tdo complexa.

O presente estudo reflete o compromisso das atividades de pesquisa da Fundacgéo
HEMOMINAS em contribuir diretamente com a melhoria da qualidade de atencdo a salde,
levando a uma resolubilidade maior, satisfacdo do usuério e legitimacdo da politica de saude

no estado.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Hemoglobina

Nos seres humanos o transporte de oxigénio para os tecidos € realizado por pigmentos

respiratorios localizados no interior dos globulos vermelhos. Estes pigmentos sao
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denominados hemoglobinas (Hb) que transportam o oxigénio de forma mais eficiente do que
as proteinas plasmaticas encarregadas dessa funcdo em alguns animais menos complexos
(RAMALHO, 2000). A producdo da hemoglobina é controlada por transmissdo genética.

A hemoglobina humana é uma molécula tetramérica, tendo como atomo central um
ion ferro num complexo denominado heme, e dois pares de subunidades polipeptidicas
idénticas, cada par codificado por um gene diferente. O agrupamento de genes da globina alfa
(0, al e a2) esta localizado no cromossomo 16, e o agrupamento de genes da globina beta (g,
Gy, Ay, o e ) esta localizado no cromossomo 11. Os genes estdo presentes, em ambos 0s
Cromossomos, na mesma ordem em que sdo expressos durante o desenvolvimento humano.
Durante a vida fetal, o tipo predominante de hemoglobina é a hemoglobina Fetal (Hb F-a2y2).
Durante o periodo pés-natal, a Hb F é gradualmente substituida pela hemoglobina A (HbA-
a2B2). A hemoglobina A2 (0262) ¢ um tipo minoritirio de hemoglobina adulta, que
representa menos de 2,5% da hemoglobina circulante em individuos normais (FRENETTE e
ATWEH, 2007).

Os disturbios das hemoglobinas humanas, ou hemoglobinopatias, sdo um grupo
heterogéneo de doencas geneticamente determinadas, de ampla distribuicdo e que apresentam
morbidade significativa em todo o0 mundo (WEATHERALL E CLEGG, 1999). Estima-se que
aproximadamente 7% da populacdo mundial sdo portadores de doencas desse tipo e que
500.000 criangas nascam com formas mais graves destas doencas a cada ano. A Tabela 1
mostra a frequéncia génica aproximada de algumas hemoglobinopatias, classificadas por

regides da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
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Tabela 1 — Frequéncia génica aproximada de algumas hemoglobinopatias

classificadas por regides da OMS

Regibes de OMS HbS HbC HbE g-Tal «°Tal o*-Tal
Africa Subsaariana  1-38 0-21 0  0-12 0 10-50

Américas 1-20 0-10 0-20 0-3 0-5 0-40
Mediterraneo Oriental 0-60 0-3 0-2 2-18 0-2 1-60
Europa 0-30 0-5 0-20 0-19 1-2 0-12

Sudeste Asiatico 0-40 0 0-70 0-11 1-30 3-40
Pacifico Ocidental 0 0 0 0-13 0 2-60
Fonte: Weatherall, 2008

As hemoglobinopatias podem ser divididas, fundamentalmente, em dois grandes
grupos: 1) hemoglobinopatias estruturais, em que a alteracdo na estrutura da hemoglobina se
da pela substituicdo, insercdo ou delecdo de um ou mais aminoacidos em uma ou em ambas as
cadeias polipeptidicas; e 2) as hemoglobinopatias por deficiéncias de sintese ou talassemias,
em que ocorre o desequilibrio na quantidade de cadeias produzidas, principalmente o ou
(WENNING et al., 2000; WEATHERALL E CLEGG, 2001). As hemoglobinopatias séo
responsaveis pela maioria das doencas genéticas letais (MODELL e BULYZHENKOV,
1988).

Em determinadas circunstancias, alguns individuos herdam genes anormais que
determinam a sintese de moléculas de hemoglobinas com alteracdes das estruturas quimicas.
Essas alteracBes, com alguma frequéncia sdo capazes de modificar o comportamento
funcional da hemoglobina. As alteracGes da estrutura e da funcdo da Hb podem produzir
alteracOes das hemacias que, por sua vez, podem afetar a captagéo, o transporte e a liberacdo

do oxigénio para os tecidos do organismo (SOUZA, 2006).
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3.2 Doenca Falciforme: aspectos conceituais e moleculares

As doencas falciformes constituem um conjunto de desordens genéticas autossémicas
recessivas, caracterizadas pela presenca de pelo menos um alelo mutante B S e o fenétipo com
a concentracdo de Hb S superior a 50% (ASHLEY-KOCH et al., 2000; NAOUM, 2000;
STUART E NAGEL, 2004). Os gendtipos da doenca falciforme mais comuns em nosso meio
sdo: Hb SS, Hb SC, Hb SB+ -tal, Hb SBO -tal e Hb SDPunjab (JANUARIO, 2002). Nesse
grupo destaca-se a anemia falciforme, geneticamente determinada pela homozigose do gene
da hemoglobina S (Hb SS). Este genoétipo apresenta maior gravidade clinica e hematoldgica, e
maior morbidade e mortalidade (NAOUM, 2000; FRENETTE e ATWEH, 2007). A causa
dessa doenga ¢ uma mutacdo de ponto no gene da B- globina, com padrdo de heranga
autossdmico recessivo, determinando uma hemoglobina anormal, denominada Hb S, ao invés
da hemoglobina normal, a Hb A. Essa mutacdo causa a modificacdo de um nucleotideo no
sexto codon do gene da B-globina e assim, a substituicdo do aminoacido acido glutdmico por
uma valina (Figura 1) (GUASCH et al., 1999; ADORNO et al., 2005; SILVA et al., 2006;

FRENETTE e ATWEH, 2007).

Cromossomo 11 normal
6° codon gene globina beta =» GAG =) Ac. Glu=> Proteina (Hb A)
Cromossomo 11 mutante

6° codon gene globina beta =3 GTG —» Val => Proteina (Hb 8)

Figura I — Representa¢do esquematica da mutacio génica responsavel pela Hb S

Quando um alelo B S coexiste com um alelo causador de B-Talassemia (B-Tal —
diversos alelos mutantes do gene da -globina que resultam na néo transcrigdo de mRNA para

producdo de cadeias beta ou na transcricdo de niveis significativamente diminuidos), a



31

gravidade da doenca falciforme depende do tipo de mutagado que causa a B-Tal (STEINBERG,
2008). Quando o alelo B-talass€émico coexistente causa a completa inativacdo do gene B, a
doenga falciforme resultante é conhecida como SP 0 -Talassemia (SB 0 -Tal) e a gravidade
clinica tende a ser semelhante a da anemia falciforme (Hb SS) (SERJEANT et al., 1979).
Entretanto, quando o alelo fB-talassémico coexistente causa a diminuicdo da transcricdo do
gene B, a doenga falciforme resultante é conhecida como SP + -Talassemia (SB + -Tal),
caracterizada por um amplo espectro de gravidade clinica que depende do nivel de
comprometimento da producdo de cadeias beta (SERJEANT et al., 1973).

O acido glutamico é um aminoadcido que tem sua cadeia lateral carregada
negativamente, com ponto isoelétrico de 2,77. A valina tem o ponto isoelétrico de 5,97, sendo
assim classificada como um aminoacido neutro. Essa troca de aminoécidos envolvendo a
saida de um aminoacido com carga negativa e a entrada de outro neutro resulta na perda de
cargas negativas da Hb S em relacdo a Hb A, fato que modifica uma série de propriedades
fisico-quimicas da hemoglobina, levando a todas as alteracdes presentes na doenca, inclusive

a mobilidade eletroforética mais lenta da Hb S, facilitando o diagndstico (NAOUM, 2000).

3.3 Anemia Falciforme

A Anemia Falciforme, como ja descrito, € uma hemoglobinopatia de carater genético,
originada por uma mutacdo do cromossomo 11 (NAOUM, 2000) que resulta na substituicdo
de um &cido glutdmico pela valina na posi¢do 6 da extremidade N-Terminal na cadeia Beta
(B) de globina, dando origem a hemoglobina S, hemoglobina anormal, que ira substituir a
hemoglobina A, hemoglobina normal. Essa substituicdo faz com que os eritrocitos, cujo
conteudo predominante é a HbS adquiram em condicGes de hipoxia forma semelhante a de
uma foice — originando o nome falciforme — decorrente da polimerizacdo da HbS

(SERJEANT, 1997; COSTA, 2006).
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Os eritrocitos em forma de foice ndo circulam adequadamente na microcirculacao,
resultando tanto em obstrucdo do fluxo sanguineo capilar como em sua propria destruicdo
precoce. Esse mecanismo fisiopatoldgico acarreta graves manifestacdes clinicas, com maior
frequéncia apds trés meses de idade (SERJEANT, 1997). Durante os seis primeiros meses de
vida esses individuos sdo, geralmente, assintomaticos devido aos altos niveis de HbF
(Hemoglobina fetal) no sangue (GOMEZ, 2003).

Estudos antropoldgicos associados as andlises biomoleculares sugerem que o0 gene
anormal para a sintese de HbS pode ter ocorrido entre os periodos Paleolitico e Mesolitico,
aproximadamente entre 50 e 100 mil anos atras, nas regides centro-oeste da Africa, india e
Leste da Asia. A causa que motivou a mutacéo do gene da hemoglobina normal (HbA) para o
gene HbS ainda permanece desconhecida. A origem da HbS foi multi-regional, atingindo
populacdes com diferentes caracteristicas genéticas. Sabe-se também que estudos realizados
em populacdes africanas mostraram gue a expansao do gene da HbS se deu efetivamente no
periodo Pré-Neolitico entre 10 mil e 2 mil anos antes de Cristo, e foi marcada pela
miscigenacdo entre os povos da regido do Saara. Acredita-se que exista uma relacdo entre a
transmissdo da malaria e a dispersdo das hemoglobinopatias. (FERREIRA et al, 2011). No
periodo Neolitico (3000 a 500 anos a.C.) iniciou-se a transmissdo da malaria causada pelo
Plasmodium falciparum provavelmente da regido que hoje corresponde a Etidpia. Destaca-se
durante esse periodo um aumento do processo migratério, 0 assentamento de grupos
populacionais e o estabelecimento de grandes centros de civilizacdo no vale do Rio Nilo, bem
como na Mesopotamia, india e sul da China. Foi no continente africano que a malaria se
propagou da costa oriental para a costa ocidental formando uma faixa coincidente com a alta
prevaléncia da HbAS. Esse fato levou Allison, em 1954, a estabelecer uma relacdo entre o
efeito protetivo da HbS em portadores heterozigotos (HbAS) frente ao desenvolvimento da

malaria causada pelo Plasmodium falciparum (NAOUM, 1997).
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Imagina-se que a disseminacao das hemoglobinopatias iniciou-se com a desertificacdo
do Saara ocorrida no periodo Neolitico posterior (2000 a 500 anos a.C), pois desta maneira
suas populacdes foram obrigadas a migrar para outras regifes da Africa, atingindo aquelas
banhadas pelo mar Mediterraneo, o que facilitou sua introdugdo no continente Europeu
notadamente ao sul da Italia e Grécia. Ja no periodo Medieval, entre os séculos XIV e XV, o
gene da HbS se expandiu para o leste e sudeste europeu (JACKSON, 1986). Entretanto a
introducdo da HbS nas Américas e no Brasil se deu com maior intensidade entre os séculos
XVI e X1X motivado pelo trafico de escravos africanos (NAOUM, 1983).

A primeira descricdo na literatura médica de um caso clinico de Anemia Falciforme
deveu-se a observacdo de hemacias alongadas e em forma de foice no esfregaco sanguineo de
Walter Clement Noel, jovem negro, originado de Granada (indias Ocidentais), estudante do
primeiro ano do Chicago College Of Dental Surgery, admitido no Presbyteriam Hospital com
anemia, em 1910, por James Herrick, embora exista a controvérsia de que a patologia
ocasionada pela presenca de HbS muito provavelmente foi descrita pela primeira vez por Cruz
Jobim no Rio de Janeiro em 1835 (RAMALHO, 1986). Em 1917, Emmel observou a
transformacdo da hemécia na sua forma original, bicdncava, para a forma de foice, in vitro, e
em 1922, o termo anemia falciforme foi utilizado por Manson. Dez anos mais tarde, Hanh e
Gillepsie descobriram que a falcizacdo dos eritrocitos ocorria como consequéncia da
exposicao das células a uma baixa tensdo de oxigénio. E em 1947, Accioly, no Brasil, pela
primeira vez sugeriu que a falcizag&o ocorria por uma heranga autossomica dominante, mas
apenas em 1949, através de Neel e Beet, € que se definiu a doenca somente em estado de
homozigose, sendo os heterozigotos portadores assintomaticos (FIGUEIREDO, 1993).

Ainda em 1949, Linus Pauling e colaboradores, demonstraram que havia uma
diferente migracdo eletroforética de Hb em pacientes com Anemia Falciforme quando em

comparacdo com a Hb de individuos normais. Posteriormente, Ingram (1956) elucidou a
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natureza bioquimica dessa doenca, quando, através de um processo de fingerprint
(eletroforese bidimensional associada com cromatografia), fracionou a Hb e estudou seus
peptideos. Em 1978, com os estudos de Kan e Dozy, foi dado novo impulso ao estudo de
HbS, com a introducdo de técnicas de biologia molecular (NAOUM, 1997). A mutacdo no
gene da Hemoglobina humana na posicao responsavel pela Anemia Falciforme foi o primeiro
a ser amplificado pelo PCR em 1985 (SAIKI, 1985).

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum do Brasil,
ocorrendo, predominantemente, mas ndo exclusivamente, em afrodescendentes (DI NUZZO e
FONSECA, 2004; CANCADO e JESUS, 2007). O Ministério da Saude estima 25.000 a
30.000 casos prevalentes de individuos com anemia falciforme no pais e a incidéncia de 3.500
novos casos a cada ano (nascimento de uma crianca com anemia falciforme para cada 1.000
recém-nascidos vivos).

A distribuicdo do alelo da Hb S no Brasil é bastante heterogénea. Estudos pontuais em
diversas regides do Brasil ttm demonstrado essa distribuicdo. No estado da Bahia, em
populacdes do Recdncavo Baiano, a prevaléncia de homozigotos (Hb SS) foi de 1,24%
(SILVA et al., 2006), sendo que na cidade de Salvador a prevaléncia estimada da anemia
falciforme foi 0,2% (ADORNO et al., 2005). No Distrito Federal, a prevaléncia da anemia
falciforme foi de 0,09% (DINIZ et al., 2009). Na cidade de Natal, Rio Grande do Norte, a
prevaléncia da anemia falciforme foi de 0,05% (ARAUJO et al., 2004). Na cidade de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, em um estudo piloto para triagem neonatal de hemoglobinopatias,
foi encontrado a frequéncia de 1,2% para portadores do gene PBS, entre heterozigotos e
homozigotos (DAUDT et al., 2002). No estado do Parand, a prevaléncia do traco falciforme
em recém-nascidos foi de 1,52%, enquanto para anemia falciforme ¢ SBO -tal foi de 2,2 e 2,7
a cada 100 mil nascidos vivos, respectivamente (WATANABE et al., 2008). No estado de S&o

Paulo, na cidade de Campinas, o programa de triagem neonatal encontrou a frequéncia de
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0,01% para anemia falciforme (BRANDALISE et al., 2004). As diferentes prevaléncias desta
hemoglobinopatia, nas diferentes regides, refletem a diversidade de origens raciais e 0S
variados graus de miscigenagdo presentes no Brasil (SOMMER et al., 2006). Estima-se o
nascimento de uma crianga com anemia falciforme para cada 2.500 recém-nascidos vivos no
estado de MG (JANUARIO, 2002). A Figura 2 mostra a incidéncia da doenca falciforme em

nascidos vivos, por Diretorias Regionais de Satide em Minas Geais.

Pedra Azul

Patos de Mina

Incidéncia em 100.000

10 46
47 53
54 81
82 147

BEOO

a
a
a
a

© Inclui fen6tipos: Hb SS, Hb SC, Hb S/B°tal, Hb S/B* tal, Hb S/Dp, i,
Figura 2 — Incidéncia da doenga falciforme (*) em nascidos vivos, por Diretorias
Regionais de Saude. Programa Estadual de Triagem Neonatal — Minas Gerais.

Fonte: Januario, 2002
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3.4 Principios moleculares dos processos de falcizacdo, vaso-oclusdo e inflamacéo na

Anemia Falciforme

Em determinadas situacGes como hipdxia, desidratacao e acidose, as moléculas de Hb
S formam polimeros alongados que modificam o citoesqueleto das hemécias, dando origem a
forma caracteristica de foice (falcizacdo) (STUART E NAGEL, 2004; Silva e SHIMAUTI,
2006; FRENETTE E ATWEH, 2007). A Hb S desoxigenada promove a formacao de pontes
de hidrogénio entre os aminodcidos valina da posi¢do numero 1 da globina BS, que ¢
normalmente sintetizada para esta posicdo, e a valina mutante que substituiu o &cido
glutdmico na posicdo 6 da mesma globina. A formacéo dessas pontes de hidrogénio modifica
a estrutura espacial da molécula de Hb S e promove contatos intermoleculares com outros
aminoacidos da globina S que participam da formacéo do tetramero.

Os principais aminoacidos envolvidos sdo a fenilalanina da posicdo 85 e a leucina da
posicdo 88. Como consequéncia, formam-se agregados desses filamentos que se polimerizam
e alteram a estrutura globular das moléculas de Hb S, modificando também a morfologia
discoide da hemécia para diversos formatos, dos quais a mais conhecida é o formato de foice
(NAOUM, 2000). A polimerizacdo da Hb S desoxigenada é o evento primario, indispensavel
para a patogénese molecular da doenca falciforme. Esse evento depende da concentracéo
intraeritrocitaria de Hb S, do grau de desoxigenacdo da célula, do pH e da concentracdo
intracelular de Hb F (STUART E NAGEL, 2004). E necessario que as hemécias sofram um
retardo na circulacdo, criando as condicdes que facilitem a falcizagdo, como comumente
ocorre no bago. A oclusdo de vasos esplénicos leva a repetidos infartos que resultam em
fibrose e destruicdo do 6rgdo na maioria dos pacientes (ZAGO E PINTO, 2007).

A formacdo de polimeros de Hb S no citoplasma tem como consequéncia maultiplas

alteracdes na hemacia (Tabela 2) (ZAGO E PINTO, 2007). As modificagdes na membrana
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plasmatica: a) aumentam a adesdo das hemacias ao endotélio, desencadeando fenémenos
inflamatdrios; b) enrijecem a membrana e toda a hemacia, encurtando sua sobrevida em
circulacdo; c) provocam lesdes microvasculares; d) causam deplecédo de dxido nitrico (NO), o
que contribui para vasoconstri¢cdo e ativacdo da inflamacéo; e) ativam a coagulacdo. Essas
modificagdes tém consequéncias que as amplificam, levando as manifestacbes clinicas

(ZAGO E PINTO, 2007).

Tabela 2 — Principais alteragdes moleculares das hemacias em consequéncia

ao fendmeno de falcizacédo

Aumento do Ca?* intracelular e de membrana
Perda de ions monovalentes, especialmente K*
Perda de &gua (desidratacdo celular)
Aumento da densidade dos eritrocitos
Reducdo da deformabilidade, fragilidade e vesiculacdo dos eritrdcitos
Oxidacdo da Hb: formacédo de hemicromos, heme livre e ferro livre
Anormalidades das proteinas de membrana: anquirina, banda 3, espectrina
Exposicgéo de fosfatidil-serina na membrana celular

Aumento da adeséo ao endotélio mediada por moléculas plasmaticas, da membrana e do
endotélio

Fonte: Zago e Pinto, 2007

A Anemia Falciforme caracteriza-se por manifestacdes inflamatorias cronicas, sendo
que a génese da maioria das manifestaces clinicas liga-se a trés mecanismos inter-
relacionados: 1) adeséo celular ao endotélio vascular; 2) fendmenos inflamatorios crénicos,
acentuados por episodios agudos; 3) producéo de intermediarios inflamatorios, como citocinas

e alteracbes do metabolismo de Oxido nitrico. (ZAGO E PINTO, 2007). O evento primario



38

crucial para que ocorra a vaso-oclusdo € a adesdo de hemacias (reticulocitos e poucas células
densas deformaveis) ao endotélio vascular.Provavelmente esse € 0 mecanismo primario pelo
qual as alteracBes moleculares que ocorrem nas hemaécias sao transmitidas aos tecidos, como
por exemplo, a obstrucdo do vaso, com agravamento da falcizacdo e o desencadeamento de
fendmenos inflamatorios (STUART E NAGEL, 2004; ZAGO E PINTO, 2007).

As hemacias falcizadas induzem a expressdo de mediadores inflamatorios e de
coagulacao, levando a ativacdo do endotélio vascular, e podem, também, estimular as células
do endotélio diretamente pela adesdo. Essa adesdo pode causar obstrucédo e hipoxia local, com
agravamento da falcizacdo, desencadeando, ao mesmo tempo, fenémenos inflamatorios. A
aderéncia de leucdcitos a células endoteliais com formacdo de agregados heterocelulares
(leucocitos e células falciformes irreversiveis) também contribui para a obstrucdo, resultando
em hipdxia local, aumento da formacéo de polimeros de Hb S e propagacdo da ocluséo para
vascularizacdo adjacente (STUART E NAGEL, 2004). Concomitantemente, ocorrem
alteracOes de coagulacdo, além da mobilizacdo de células inflamatérias agudas (granulécitos)
e cronicas (mondcitos). Ativados, os neutréfilos aderem a hemacias discoides e falcizadas da
circulacdo, levando a episddios transitorios de oclusdes vasculares (FRENETTE E ATWEH,
2007; ZAGO E PINTO, 2007). A presenca de leucécitos aderente em pequenas vénulas pos-
capilares é um fator que contribui para a vaso-oclusdo. Os leucécitos sdo células grandes,
relativamente rigidas, e que ndo séo facilmente deformados.

Essas propriedades fisicas fazem com que os leucocitos tenham, em relagdo as
hemacias, falcizadas ou ndo, um potencial maior para promover a obstrucdo vascular e
reducdo do fluxo sanguineo. Estudos recentes sugerem que a maioria das interacdes entre
hemacias e leucocitos in vivo € mediada por neutrofilos aderentes (STUART E NAGEL,
2004; CONRAN, 2009). Como a adeséo de leuctcitos desempenha um papel chave na vaso-

oclusdo, eles se tornam um alvo terapéutico para esta doenca. Estudos demonstraram que
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contagem elevada de leucocitos apresenta alta correlacdo com a mortalidade (PLATT et al.,
1994), sindrome torécica aguda (Castro et al., 1994) e acidente vascular cerebral (OHENE-

FREMPONG et al., 1998).

3.5 Manifestacdes Clinicas da DF

As manifestaces clinicas em pacientes com anemia falciforme variam desde morte
precoce na infancia a auséncia de sintomas com expectativa de vida quase normal
(SERJEANT, 1992). Por ser uma anomalia da globina beta, os sintomas comumente s
surgem apods o sexto més de vida quando a produgdo da cadeia B variante j& é claramente
predominante em relacdo a cadeia y da Hb F (NAOUM, 2000; THEIN E MENZEL, 2009).

O quadro clinico da anemia falciforme é oriundo das alteracdes fisicas no fluxo
sanguineo, principalmente em virtude da rigidez e afoicamento das hemacias, que pode
culminar em obstrucdo, isquemia e dano organico irreversivel (MARTINS et al., 2008). Os
fendmenos vaso-oclusivos e a hemdlise sdo os principais determinantes das manifestacGes
clinicas da anemia falciforme. As complicacfes clinicas consequentes da evolucdo das
doencas falciformes podem ser classificadas em dois grupos (Tabela 3).

O primeiro grupo se refere aquelas que interferem na qualidade de vida do paciente,
mas que ndo estejam associadas diretamente a reducdo da expectativa de vida. Neste grupo
encontram-se as Ulceras de perna, retinopatia, necrose 6ssea (especialmente da cabeca do
fémur) e litiase biliar. Ja no segundo grupo encontram-se as complicagcdes que comprometem
a funcéo de Orgaos vitais e que estdo associadas a risco de morte Entre elas estdo as infeccdes,
as complicacOes cardiorrespiratorias (especialmente a insuficiéncia cardiaca congestiva e a
sindrome torécica aguda), a insuficiéncia renal e os acidentes vasculares encefalicos (ZAGO

E PINTO, 2007).
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Tabela 3 - Manifestaces clinicas da doenca falciforme de acordo com o principal

componente fisiopatologico

Complicag6es da Doenca Falciforme

Hemodlise Vaso-oclusao

Crises de dor (crise algica)
Sindrome torécica aguda
Acidente vascular cerebral
Anemia Priapismo
Litiase biliar Retinopatia
Crise aplastica (eritrovirus)  Necrose 0ssea avascular
Ictericia Sequestro esplénico
Atraso no crescimento Asplenia funcional
Ulceras nas pernas
Hipostendria e enurese

Nefropatia cronica

Fonte: Reed e Vichinsky, 1998
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Os portadores de anemia falciforme sdo extremamente vulneraveis as infeccoes,
principalmente do trato respiratério. Os principais agentes etiol0gicos associados a episodios
de infeccdo bacteriana invasiva nestes individuos, em ordem decrescente de frequéncia, sdo:
Streptococos pneumoniae, Salmonella spp, Haemophilus influenzae tipo b, Escherichia coli e
Klebsiella spp. Alguns estudos relatam 84% de reducdo de sepses pelo pneumococo em
criancas que faziam correta profilaxia com penicilina, medicamento este de uso controlado
pelo Sistema Unico de Satde, fornecido durante os cinco primeiros anos de vida aos pacientes
diagnosticados pelo teste do pezinho.) A existéncia de centros especializados no tratamento da
doenca falciforme para que promovam a importancia da adesdo ao tratamento profilatico com
a penicilina pode diminuir significativamente a mortalidade na infancia (TELFER et al,
2007).

Di Nuzzo e Fonseca (2004) acreditam que as maiores taxas de mortalidade ocorrem
nos dois primeiros anos de vida, e que a inclusdo obrigatéria da pesquisa de
hemoglobinopatias no exame de triagem neonatal vem demonstrando ser um passo importante
para a diminuicdo dessas taxas, pois permite a identificacdo precoce desses individuos e a
consequente introducdo de profilaxia adequada. Aragon e colaboradores (2006) reafirmam a
importancia do diagndstico precoce, ja que o teste do pezinho permite o conhecimento da
condicdo do recém-nascido e suas possiveis restricdes, antes mesmo que se intensifiqguem os
sintomas da doenga.

A doenca falciforme continua a causar morbidade e mortalidade significativas, apesar
do aumento da expectativa de vida (HAGAR E VICHINSKY, 2008). A letalidade pode
atingir até 25% das criangas nos primeiros cinco anos de idade, sendo as principais causas de
Obito a infeccdo causada por germes capsulados e a crise de sequestro esplénico
(WATANABE et al., 2008). Entretanto, em locais onde ja se estabeleceu a triagem neonatal e

0 acompanhamento das criancas é eficiente, e a mortalidade pela doenca falciforme esta
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reduzindo, a idade média de morte estd aumentando e uma menor proporcdo de mortes é
causada por infecgdes (QUINN ET AL., 2004).

A reducdo na morbidade e mortalidade na doenca falciforme tem ocorrido devido a
implementacdo de quatro principios: (1) o diagnostico precoce, (2) acompanhamento
preventivo (acompanhamento clinico e profilaxias), (3) rapido tratamento das complicacdes
que envolvem risco de vida e (4) desenvolvimento e implementacdo de novas modalidades de

tratamentos (VICHINSKY, 1991).

3.6 Doenca Cerebrovascular e Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular cerebral isquémico ocorre em aproximadamente 11% dos
individuos com anemia falciforme até os 20 anos de idade. O risco € mais elevado na primeira
década de vida, com incidéncia de 1% a 2%/ano entre os dois e cinco anos de idade. Ha queda
da incidéncia na segunda década com novo aumento ap6s os 29 anos de idade. A incidéncia
do AVC hemorragico € menor nas criancas com anemia falciforme, embora seja responsavel
por aproximadamente 3% dos casos nesta faixa etaria. Os eventos hemorragicos ocorrem
principalmente na terceira década de vida. O indice de mortalidade por AVC hemorragico nos
primeiros dias ap0s o evento é cerca de 25%, mas 0 6bito é raro ap6s AVC isquémico.

Sem tratamento, 0 AVE isquémico apresenta recorréncia em 2/3 dos casos, dentro dos
primeiros dois ou trés anos apos o evento inicial (SWITZER et al., 2006). Powars et al. (1978)
descreveram a histdria natural do AVC em criangas com anemia falciforme e relataram 67%
de recorréncia do evento, sendo que em 80% ocorreu nos trés primeiros anos apés o evento
primario. Em 2003, Manci et al publicaram os resultados de uma serie de 306 autopsias de
pacientes com anemia falciforme para determinacdo da causa de morte; sinais de acidente

vascular encefalico foram encontrados em 9,8% das necropsias. Ohene-Frempong et al., 1998,
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analisaram uma coorte de 4.082 pacientes com diagndstico de doenca falciforme (2.675
HbSS), do Estudo Cooperativo para Doenca Falciforme (CSSCD) nos Estados Unidos. Os
fatores de risco associados ao AVC isquémico (em analise multivariada) foram: acidente
isquémico transitorio (AIT) prévio, concentracdo de hemoglobina baixa, sindrome torécica
aguda nas duas semanas anteriores ao AVC, numero de STAs na histéria do paciente e
aumento da pressao arterial sistolica.

Os gendtipos HbSC e HbSp- talassemia apresentaram numero de eventos neurologicos
significativamente inferior ao apresentado pelo gendétipo SS. A base fisiopatoldgica para o
acidente vascular cerebral isquémico ainda ndo esta totalmente elucidada, provavelmente
estando implicados fatores mdltiplos. A vasculopatia com estenose dos grandes vasos
cerebrais, do Poligono de Willis, mormente da parte distal da artéria carotida interna (ACI) e
das regides proximais das artérias cerebrais médias (ACM) e anteriores (ACA), é responsavel
pela maioria dos eventos agudos. A distribuicdo das lesdes observadas em exames de imagens
e em estudos anatomopatolégicos confirma o papel da vasculopatia dos grandes vasos; em
poucos casos 0s eventos sdo devidos ao acometimento de pequenos ramos corticais. A
predominancia das lesdes funcionais corresponde aos territorios irrigados pela artéria cerebral
média e cerebral anterior e o territdrio limitrofe entre elas, sendo poupado o territorio da
circulacdo posterior (SWITZER et al., 2006). A associacdo da vasculopatia envolvida no
AVC com fatores “de risco” nao esta bem estabelecida.

Baixo nivel de concentracdo de hemoglobina € fator de risco para desenvolvimento do
evento e alguns trabalhos evidenciaram a presenga da co-heranga da a-talassemia com efeito
protetor, pois aumentaria a concentracdo da hemoglobina. O seguimento de pacientes
submetidos a transfuséo regular cronica para prevencdo primaria do AVC no estudo STOP

(ADAMS et al.,1998) mostrou reducdo significativa dos niveis de hemoglobina livre em
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comparacdo com controles nao-submetidos a transfusdo ou que receberam transfusédo
esporadicamente.

Em estudo realizado por Kirkham et al., (2001) levantou-se a hipotese de que a
hipoxemia noturna poderia predizer o risco de evento no Sistema Nervoso Central (SNC)
melhor do que eventos clinicos, parametros laboratoriais ou medidas das velocidades nas
ACM e ACI pelo teste Doppler Transcraniano (DTC). Acompanharam 95 pacientes com
doenca falciforme (recrutados em hospitais), sem AVE prévio, e realizaram oximetria de
pulso noturna e DTC. Hsu et al. (2003) analisaram os pacientes do estudo STOP (ADAMS et
al, 1998) e verificaram que a presenga de delecdo de um ou dois genes o- talassemia
(microdelecdo de a 3.7) estava associada com teste DTC normal quando comparados aos
pacientes que exibiram valores anormais (>200 cm/s ao teste DTC). A chance quatro vezes
maior da ocorréncia de teste DTC normal nesses pacientes mostrou o papel protetor da
delecao do gene a-talassemia na vasculopatia e AVE. Exemplo de um gene como fator
epistatico na doenga cerebrovascular da doenca falciforme.

LesGes cerebrais de infarto ou isquemia, sem histéria de AVE clinico, sdo comuns em
criangas com anemia falciforme. Ocorreram em 17% dos pacientes com anemia falciforme e
em 3% de criangas com HbSC, em estudo com 312 pacientes do CSSCD. Neste estudo, foram
analisadas imagens de ressonancia magnética cerebral. As taxas de prevaléncia dessas lesGes
silenciosas ndo aumentaram significativamente apds os seis anos de idade, mas 0 aumento do
numero delas com a idade indicaria leséo cerebral progressiva (MOSER et al., 1996). Esses
infartos silenciosos estdo associados com baixo desempenho em testes psicométricos, com
reducdo de habilidades nas éareas de linguagem, matematica, visual e motora. Houve
associacdo significativa entre infartos silenciosos e o nivel de hemoglobina, com maior taxa

de infartos para os niveis mais baixos. Ndo houve diferenca nas taxas de infartos na presenca
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ou auséncia de delecdo de genes a-talassemia, mas a presenca do haplotipo Senegal foi

associada com maior ocorréncia de infartos silenciosos.

3.7 Doppler Transcraniano

O principio Doppler foi primeiramente descrito por Christian Johann Doppler, em
1843. Seu uso na Neurologia foi introduzido em 1982 e desde entdo a técnica vem sendo
aprimorada e ampliando-se como instrumento de avaliacdo da circulacdo intracraniana em
varias doencas cerebrovasculares. Da-se o nome de insonacdo ao exame dos vasos
intracranianos pelo DTC (KASSAB et al., 2007).

O meétodo Doppler transcraniano mede a velocidade do fluxo sanguineo cerebral nos
segmentos arteriais insonados, determinando a velocidade média maxima ou VMM (do inglés
TAMMYV “time-average mean of maximum velocity””) no vaso, dentro do ciclo cardiaco
abrangendo sistole e diastole.

Por muito tempo pensou-se que o crénio era impenetrdvel ao ultrassom, tornando
impossivel o estudo da circulacdo intracraniana por esse método. Entretanto, em 1982, Aaslid
et al. descreveram o método ndo-invasivo para se obter a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral, usando ultrassom Doppler pulsado com sonda de 2 MHz, através das janelas
cranianas naturais. Esta técnica tornou-se conhecida como Sonografia Doppler Transcraniano
ou Doppler transcraniano (DTC).

O DTC utiliza areas especificas da calota craniana que apresentam menor espessura ou
forames naturais para ter acesso a circulagdo arterial intracraniana. S&o trés as regides
convencionais do cranio através das quais penetra a onda ultrassonografica. Essas regides sao

denominadas janelas acusticas.
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As trés janelas acusticas sao: janela acustica temporal, descrita por Aaslid em 1982,
janela acustica transorbital, descrita por Spencer e Whisler em 1983, e a janela transforaminal,
descrita em 1986, por Arnolds e von Reutern.

A janela transtemporal esta localizada no osso temporal, logo acima do arco
zigomatico. Corresponde a camada escamosa, mais fina do osso temporal. Pode resultar em
atenuacdo da imagem se a espessura 6ssea for maior. A intensidade acustica do ultrassom
conduzido no tecido cerebral € 35% menor do que a intensidade acustica original. A despeito
das varias modificacGes realizadas na instrumentacdo, cerca de 10%-15% de todos os
pacientes apresentam janela temporal inacessivel. A janela transtemporal esta subdividida em
trés janelas: posterior, média e anterior.

No processo de procura pelo melhor local para penetracdo do ultrassom, a exploracédo
dessas trés regides deve ser realizada. Na maioria dos pacientes, a janela posterior € a mais
acessivel. Esta localizada acima do arco zigomatico em frente ao meato auditivo externo, com
consideraveis variacdes na localizacdo precisa em que o transdutor deve ser posicionado.
Identificada a melhor janela acuUstica, a relocacdo da posigdo sobre 0 0sso temporal pode ser
necessaria durante o exame, especialmente durante as fases iniciais do processo de
aprendizagem.

Os vasos acessados atraves da janela transtemporal sdo a porcdo distal da artéria
carétida interna, artéria cerebral anterior, artéria cerebral média, artéria cerebral posterior
(ACP), artéria comunicante anterior (ACoA) e artéria comunicante posterior (ACoP).

A porcdo distal da artéria carotida interna € o segmento supraclinoideo da ACI,
proxima da bifurcacdo (BIF) em ACM e ACA. Angiograficamente, em projecdo frontal, a
dACI situa-se superior e lateralmente, podendo variar consideravelmente sua posi¢cdo em cada
individuo. O didmetro médio da dACI é de 3,6 mm a 4,6 mm. Todas as ramificacbes maiores

da ACI nascem da sua porcao supraclindidea. A artéria comunicante posterior (AcoP) emerge
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da porcdo dorsal supraclinoidea do ACI e segue posterior e medialmente. Tem
aproximadamente 1,5 cm de comprimento e comunica-se com a artéria cerebral posterior. E
dificilmente acessada pela sonda do DTC, a menos que esteja funcionando como fonte de
fluxo colateral.

A ACM é continuacao e principal ramo da artéria carétida interna. Cursa em um plano
horizontal, lateral e ligeiramente anterior. Da porcao inicial da ACM emergem numerosos
ramos perfurantes lenticulo-estriados. Estes importantes pequenos ramos ndo podem ser
acessados pelo DTC.

A ACA origina-se da terminacdo da artéria carétida interna e segue medialmente e
ligeiramente anterior em direcdo a linha média do cérebro. Tem um segmento horizontal,
referido como segmento A-1, ou segmento pré- comunicante, e um segmento vertical, referido
como segmento A-2, ou pos-comunicante. Os segmentos A-1 em cada hemisfério sdo
conectados pela artéria comunicante anterior (AcoA).

As artérias cerebrais posteriores sdo ramos terminais da artéria basilar. A por¢do da
ACP que emerge da basilar até o ponto de comunicacdo com a AcoP é referido como
segmento P-1, ou segmento pré-comunicante. O segmento P-1 cursa anterior e lateralmente e
tem extensdo de aproximadamente 6,3 mm. O segmento P-2, ou segmento pds-comunicante,
tem curso posterior e superior, com diametro médio de 1,96 mm.

Varios autores tém mostrado, em estudos anatémicos, que o Poligono de Willis
apresenta ampla variacdo anatdmica, € que a configuragdo “normal” do poligono de Willis
ocorre em apenas 18%-54% dos individuos. O conhecimento das variagdes anatdmicas mais
frequentes facilita a identificacdo dos vasos pelo DTC.

A ACA apresenta frequentes variagdes sendo a maioria representada pela hipoplasia
ou atresia do segmento A-1 (25% dos casos); 0 segmento contralateral pode, nesses casos,

suprir 0s segmentos A-2 e p0s comunicantes.
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A ACP geralmente se origina da artéria basilar. Em 18%-27% dos casos depende do
fluxo da ACI ou estd em combinacdo com o fluxo da AB (origem fetal da ACP). Neste caso €
dificil de ser identificada pelo DTC.

A artéria temporal anterior, um ramo do segmento M-1 da ACM, pode ser
relativamente ampla e quando cursa medialmente pode ser confundida com a bifurcacdo
(ACM/ACA) pelo DTC. Esta “falsa” bifurcagdo pode ser evitada, insonando-se a verdadeira
BIF que é mais profunda, aproximadamente aos 50 mm de profundidade.

A figura 3 mostra os pontos de referéncia para insonacdo dos segmentos arteriais no

Poligono de Willis, segundo estudo STOP.

Pontos de referéncia para o teste DTC segundo estudo STOP

Crianga de 8 anos
Diametro bitemporal 120 mm

ACM 40-50 mm ACA 56-58 mm

Artéria oftalmica

Bifurcagao 52-54 mm

M1 36-40 mm Topo da basilar 58-62 mm

ACI distal 54-58 mm Basilar 68-72 mm

(janela suboccipital)

ACP 48-58 mm

Figura 3: Pontos de referéncia para insonacdo dos segmentos arteriais no

Poligono de Willis
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3.8. Haplotipos

Haplétipos, definidos como padrdes de varios polimorfismos no DNA ao longo de
uma regido de um cromossomo, sdo utilizados para inimeras finalidades, por exemplo, como
marcadores para migracdo de populacBes em estudos antropoldgicos e para detectar
“distancias” genéticas entre os principais grupos étnicos em estudos sobre a origem das racas
humanas. Haplotipos especificos sdo encontrados nos cromossomos portadores do alelo B S
(NAGEL E RANNEY, 1990).

A mutacdo B S estd em desequilibrio de ligagdo com multiplos sitios polimorficos ao
longo do agrupamento de genes da B-globina (HANCHARD et al., 2007; LIU et al., 2009). Os
haplotipos B S sdo definidos pela variacdo de sequéncias de DNA no agrupamento de genes
da B-globina - cerca de 60 kb no cromossomo 11 (PAGNIER et al., 1984) - que alteram o sitio
de reconhecimento de endonucleases de restricdo (STUART E NAGEL, 2004). Eles podem
ser usados de varias formas: para a determinacdo da origem unicéntrica ou multicéntrica de
evento mutacional responsavel pelo alelo B S ; na discriminagdo entre os diversos eventos
epistaticos ligados ao alelo B S que podem modular a expressio fenotipica da mutagao
estrutural; no monitoramento do fluxo do alelo BS em populagdes humanas; no estudo de
origem e evolucédo da raga humana (NAGEL E RANNEY, 1990; LAPOUMEROULIE et al.,
1992); e para a compreensdo das forcas seletivas que moldam a distribuicdo da variacéo
genética dentro e entre populacdes humanas (CRAWFORD et al., 2002).

Esses haplotipos sdo nomeados de acordo com a regido geografica em que
predominam e sdo usados na definicdo da provavel regido onde teve origem a mutacéo. Eles
séo classificados em cinco diferentes tipos: 1) o Bantu ou Republica Central Africana (CAR —
Central African Republic), associado as regides centro-sul e leste do continente africano; 2) o
Benin (Ben), associado a regido centro-oeste africana; 3) o Senegal (Sen), associado ao oeste

atlantico africano; 4) o Camardes (Cam), associado as regides ao longo da costa oeste da
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Africa (PAGNIER et al., 1984) e 5) o tipo Arabe Indiano, predominante na Aréabia Saudita,
Bahrein, Kuwait, Oma e india (Figura 4) (STUART E NAGEL, 2004). Dessa forma, acredita-
se que a mutacdo que originou a Hb S ocorreu pelo menos cinco vezes durante a evolucao
humana (quatro na Africa e uma na Asia).

Durante o periodo transatlantico de trafico de escravos (1514-1866), aproximadamente
4,9 milhdes africanos vieram para o Brasil e foram distribuidas em quase todas as regifes do
pais (ESTIMATES DATABASE, 2010). Cerca de 2.876.800 individuos foram trazidos entre
1701 a 1810 e 1817 a 1843, dos quais 73% eram da Africa equatorial (regides de dialeto
Bantu), leste e sul do continente (Angola, Congo e Mo¢ambique), 26% eram do centro-oeste
africano (golfo de Benin e baia de Biafra) e um pequeno grupo do ocidente atlantico africano
(Senegambia, Guiné-Bissau e Cabo Verde). As diferencas regionais foram marcantes em
relacdo a quantidade e a origem dos escravos que foram recebidos por cada regido do pais
(ESTIMATES DATABASE, 2010). Esses dados sdo concordantes com o perfil da frequéncia
dos haplétipos B S encontrados no Brasil, sendo a grande maioria composta pelos haplotipos
CAR e Ben, e uma minoria pelos hapldtipos Sen, Cam e Arabe-Indiano, com diferencas
regionais marcantes demonstrando a heterogeneidade do comércio de escravos Africanos

trazidos para o pais durante o periodo colonial.
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Figura 4 - Regido de origem e abrangéncia dos trés principais haplotipos BS
africanos e um asiatico

As manifestacdes clinicas dos pacientes portadores da anemia falciforme sédo
influenciadas por trés tipos de genes: 1) gene que abriga a mutacdo primaria, ou seja, alelo da
BS globina; 2) genes pleiotropicos, que estdo envolvidos na fisiopatologia secundaria, sendo
indispensavel a presenca da primeira mutacdo, cada um com o potencial de modificar a
extensdo e a caracteristica das manifestacfes clinicas do paciente (ex: hemolise, hiperplasia
eritroide na medula 0ssea, necrose Gssea e outros); e 3) genes epistaticos (polimorfismos nos
genes pleiotropicos) que modulam significativamente a fisiopatologia da doenca em um
paciente em particular. Esses eventos secundarios contribuem de forma significativa para o
fendtipo e explicam parcialmente as diferengas interindividuais marcantes na gravidade da

doenca (NAGEL, 2005).
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Sabe-se que os haplétipos BS parecem ter um papel importante na determinagdo da
gravidade da doenca, em parte pelo menos por influenciarem o nivel de Hb F (NAOUM,
2000). POWARS (1991), utilizando taxas de incidéncia ajustada por idade de faléncia dos
principais 6rgaos, propds um “termometro” da gravidade da anemia falciforme baseado na
influéncia dos haplotipos B S.

Portadores dos hapldtipos Sen ou Arabe-Indiano habitualmente tém maiores niveis de
Hb F e apresentam um curso clinico menos grave. Individuos portadores do hapl6tipo CAR
apresentam o menor nivel de Hb F e o curso clinico mais grave. Portadores do haplétipo
Benin e Cam apresentariam caracteristicas intermediarias (Tabela 4) (POWARS, 1991;
POWARS E HITI, 1993; ASHLEY-KOCH et al., 2000; ADEKILE, 2005; STEINBERG,

2005; RUND E FUCHAROEN, 2008; STEINBERG, 2009).

Tabela 4 — Caracteristicas gerais encontradas nos haplétipos classicos da
Anemia falciforme

Caracteristicas clinicas e laboratoriais

Haplotipo Hematocrito HbFetal Evolucéao Clinica
Sem/Arabe-Indiano  Mais elevado Mais elevada  Melhor
Ben Intermediario Intermediaria  Intermediaria

CAR Mais Baixo Mais Baixa Pior

* Tratam-se de generalizacOes, criadas a partir dos dados de muitos pacientes; um
individuo pode néo seguir o padrdo do grupo como um todo.
Fonte: Steinberg, 2009

A tnica e concreta evidéncia de relagao entre os haplétipos B S e a expressdo da cadeia
v ¢ a ligagdo entre a posi¢cdo -158 a 5" do gene G y e o nivel de expressdo da cadeia G y

(NAGEL E RANNEY, 1990). O polimorfismo C—T nesta posi¢dao nos portadores dos



53

haplétipos Sen e Arabe-Indiano esta fortemente associado com maior expressdo do gene G y e
com niveis elevados de Hb F (LABIE et al., 1985; NAGEL et al., 1985; NAGEL, 1991). Em
contraste, os haplétipos CAR, Cam e Ben sdo caracterizados por niveis normais de cadeias G
v (NAGEL, 1991). Os pacientes portadores do haplétipo Arabe-Indiano, além dos niveis altos
de expressdo da cadeia G y ¢ de Hb F, possuem alta prevaléncia de co-heranga de o-Tal
(NAGEL E RANNEY, 1990). Essa interacdo € associada a um fendtipo menos grave da
doenga (ELHAZMI, 1992; THOMAS et al., 1997).

Entre os varios polimorfismos do agrupamento de genes da -globina, com exceg¢éo do
citado no paragrafo anterior e da presenga de cadeia A y T no haplétipo Camardes, ndo se
sabe precisamente quais e como os haplotipos B S interfeririam nas expressdes fenotipicas da
anemia falciforme (POWARS et al., 1990). Mutacdes de ponto em regibes promotoras dos
genes da y-globina foram associadas com o decréscimo na expresséo do gene, mas trata-se de
eventos raros, que ndo sdo causa comum da variacao dos niveis de Hb F (BANK, 2006).

O primeiro estudo que determinou os haplotipos B S no Brasil foi realizado em 37
pacientes com anemia falciforme da raca negra, regularmente acompanhados na Clinica de
Hemoglobinopatias do Hospital Universitario de S&o Paulo. Dos 74 cromossomos
genotipados 49 eram do tipo CAR, 17 do tipo Ben, apenas um cromossomo do tipo Sen e sete
cromossomos eram atipicos, sendo que os gendtipos mais comuns foram CAR/CAR (19
individuos) e Ben/CAR (9 individuos). O nivel de cadeia G y da Hb F foi determinado, sendo
similar em todos haplotipos (meédia 39,4+6,2%) com excecdo do unico paciente portador do
haplotipo Sen (genétipo CAR/Sen) que apresentou um nivel superior (61,1%). Nenhum
paciente apresentou predominio da cadeia A y T (ZAGO et al., 1992).

Novamente no estado de S&o Paulo, Figueiredo et al. (1996) estudaram os efeitos dos
haplotipos B S e da a-Tal nas caracteristicas clinicas e hematologicas de 85 pacientes com

anemia falciforme provenientes do Hospital Universitario da UNICAMP e do Hospital



54

Universitario da Escola Paulista de Medicina. Dos 170 cromossomos estudados, 61,76% eram
do tipo CAR, 34,71% do tipo Ben e 3,53% eram atipicos. As frequéncias dos gendtipos
encontrados neste estudo foram: 36,5% do tipo CAR/CAR, 44,7% Ben/CAR, 11,7%
Ben/Ben, 5,8% CAR/Atp e 1,2% Ben/Atp. Houve diferenca significativa nos niveis de Hb F
entre os haplotipos CAR e Ben, sendo que os niveis menores foram associados ao haplotipo
CAR. Né&o houve diferenca entre os hapl6tipos B S com relagdo aos eventos clinicos
analisados (AVC, célculos biliares, necrose asseptica e Ulcera nas pernas).

Com objetivo de estudar aspectos hematologicos, clinicos e moleculares de criancas
com anemia falciforme de duas cidades brasileiras, Lyra et al. (2005), analisaram 31 pacientes
de S&o Paulo e 40 de Salvador. Dos 70 cromossomos examinados da cidade de Salvador, 48%
eram do tipo CAR, 48% do tipo Ben e 3% atipicos, enquanto dos 56 cromossomos da cidade
de Sdo Paulo, 55% eram do tipo CAR, 34% do tipo Ben e 8,5% atipicos. O gendtipo
predominante nas duas cidades foi o0 Ben/CAR (40% em Séo Paulo e 54% em Salvador). A
distribuicao dos haplétipos B S nas duas cidades mostrou um padrao diferente, com uma
maior frequéncia do hapl6tipos Ben em Salvador comparado com o CAR em Séo Paulo. Os
pacientes com 0s genétipos Ben/CAR e CAR/CAR apresentaram um numero maior de
admissOes devido a crises vaso-oclusivas nas duas cidades. Infec¢bes foram associadas com o
genotipo Ben/CAR e Ben/Ben em Salvador e com os gen6tipos Ben/CAR e CAR/CAR em
Sao Paulo. O AVC foi mais frequente nos pacientes com o gen6tipo Ben/CAR em Salvador e
com 0 CAR/CAR em S&o Paulo. A colelitiase foi associada com os haplotipos atipicos em
Salvador e com o CAR/CAR em Sdo Paulo. Entretanto, ndo houve nenhuma diferenca
estatisticamente significativa.

Silva (2006) analisou 75 pacientes com anemia falciforme atendidos no Centro de
Atencdo Global a Pacientes Portadores de Hemoglobinopatias do Hospital das Clinicas de

Porto Alegre, com objetivo de avaliar se existiria correlacdo entre os haplotipos B S e a
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gravidade da doenca. Dos 150 cromossomos analisados, 66% eram do tipo CAR, 27% eram
Ben e 7% eram atipicos. A frequéncia dos gendtipos encontrados foi: 46,7% CAR/CAR,
29,3% Ben/CAR, 9,3% Ben/Ben, 8% CAR/Atp e 6,7% Ben/Atp. Nao houve associacao
estatisticamente significativa entre os haplotipos B S e a frequéncia de dor, complicacdes
cardiacas, sexo, idade e niveis de Hb F.

Ballas et al. (1991) determinaram os haplétipos S, testaram a presenga do
polimorfismo C—T na posigdo -158 a 5" do gene G y e mediram a expressdao de Hb F ¢ da
cadeia G y em 143 pacientes negros americanos com anemia falciforme. O nucleotideo T
estava presente em todos os cromossomos com o hapldtipo Sen, sendo que dos 255
Cromossomos restante que possuiam outros haplotipos, apenas dois possuiam o nucleotideo
mutado nessa posicdo. Houve correlacdo significativa, dose dependente, entre a presenca
deste polimorfismo e o aumento da razdo de cadeias G y/ A vy. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os niveis de Hb F e a presenca do polimorfismo, sugerindo que a presenca
do polimorfismo mantém a razao G y/ A y como na vida fetal, mas ndo causa necessariamente
a elevacéo da Hb F.

Em uma coorte envolvendo 299 pacientes com anemia falciforme de quatro centros
especializados de Paris, na Franca, a frequéncia de meningites encontrada foi menor em
pacientes homozigotos ou heterozigotos para o hapl6tipo Sen (p<0,04). De forma similar, a
frequéncia de osteomielite foi menor em pacientes homozigotos ou heterozigotos para o
haplotipo CAR (p<0,02). O numero de pacientes portadores do hapldtipo Sen, em
homozigose ou heterozigose, foi menor no grupo assintomatico do que no grupo sintomatico
(p<0,04). O VCM dos pacientes homozigotos para o haplétipo CAR foi significantemente
inferior quando comparado com o0s pacientes homozigotos para os hapldtipos Ben e Sem
(p<0,0001), no entanto ndo houve associagdo entre os haplétipos B S e os niveis de Hb total e

Hb F. Ndo houve correlagdo entre os haplétipos B S e a ocorréncia de STA, AVC, crises
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algicas e anemia aguda (crise aplastica, SEA ou anemia aguda devido a outras causas,
principalmente por infeccBes) (NEONATO et al., 2000).

Sarnaik e Ballas (2001) avaliaram a influéncia dos haplétipos B S em 41 pacientes com
anemia falciforme que se apresentaram ao hospital pediatrico de Michigan com sintomas e
sinais clinicos de AVE. A maioria dos pacientes (31%) era duplo heterozigota para o
Ben/CAR, seguido por Ben/Ben, Ben/Sen e CAR/CAR. Todos 0s pacientes com 0 genotipo
CAR/CAR eram do sexo masculino e possuiam quatro genes alfa. Trés pacientes eram
heterozigotos para o haplétipo Cam. O haplétipo Cam e os haplétipos atipicos foram mais
prevalentes nesta populacdo do que na populacdo com anemia falciforme em geral. Criancas
com quatro ou mais genes alfa, com os genotipos Ben/CAR, atipicos ou CAR/CAR parecem
estar em maior risco para 0 AVC do que outros pacientes, de acordo com os resultados deste
trabalho.

Em um estudo prospectivo envolvendo 153 criangcas com anemia falciforme
acompanhadas em Guadalupe, ndo foi encontrado diferenca na ocorréncia de eventos clinicos
agudos (infeccBes, SEA, crise aplastica, crise algica, STA e AVC) nos grupos portadores de
diferentes haplotipos B S. Também ndo houve diferenca na frequéncia dos haplotipos B S nos
grupos classificados como sintomatico ou assintomatico. Entretanto, a predominéncia do
hapldtipo Ben (82,5%) provavelmente dificultou a deteccdo de eventual associacdo entre 0s
haplotipos B S e os eventos agudos (TARER et al., 2006).

Os estudos relatados acima comprovam que ainda existem muitas controvérsias
qguando se tenta estabelecer associacdo dos hapldtipos com as manifestacfes clinicas e
hematologicas da anemia falciforme, confirmando a necessidade de estudos complementares,
bem como a elaboragdo de novas abordagens. Adicionalmente, a maioria desses estudos tem
sido realizada em regides onde o alelo B S foi introduzido por fluxo migratorio e depois de

muitos anos de mistura genética, 0 que geralmente leva a uma grande propor¢cdo de
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heterozigotos compostos para dois haplétipos diferentes. Essas e outras misturas genéticas
complicam a interpretagdo da associagdo dos haplétipos B S com o fenotipo.

Estudos anteriores mostraram que os haplétipos estdo associados com um aumento do
risco de AVE (BALKARAN, 1992; POWARS,1991; SARNAIK,2001; RUSANOVA,2011).
Flanangan et. al. (2011), Belisario et al (2010) e Loghetto (2013) ndo encontraram correlacéo
significante entre os haplotipos e AVE. Domingos et.al. em 2014 estudaram populacdo de
Pernambuco diferente da de Bezerra et. al. (2007) com 261 pacientes, sendo 67 deles com
AVE e ndo verificaram associacao entre 0s haplotipos com AVE.

Os relatos sobre os efeitos dos haplétipos B S nas caracteristicas clinicas e
hematoldgicas da anemia falciforme devem ser vistos com cuidado, pois muitas vezes oS
estudos foram realizados com poucos pacientes, a idade dos pacientes difere entre os estudos,
os eventos clinicos podem ndo ter sido seguramente definidos e as distingdes entre
homozigotos e heterozigotos ndo sdo sempre bem delineados (STEINBERG, 2009). E preciso
enfatizar, também, que os individuos estdo sujeitos a grandes variacbes ambientais, tais como

qualidade da assisténcia médica, padrdo socioeconémico e susceptibilidade a infeccGes.

3.9 Talassemia

O agrupamento de genes da a-globina esta localizado no brago curto do cromossomo
16. Nos seres humanos, os genes o sao duplicados e, dessa forma, um individuo normal
possui quatro genes alfa ativos, dois em cada cromossomo 16 (ao/aa) (HIGGS et al., 1989).
Os éxons dos genes al e a2 sdo homodlogos e codificam proteinas idénticas. Apesar dessa
homologia, o gene a2 apresenta uma expressao de duas a trés vezes maior que o gene al
(LIEBHABER et al., 1986). Os genes da a-globina sdo divididos em trés éxons (I, Il e I11) e

dois introns (IVS-1 e IVS-2) (HIGGS et al., 1989). A a-Tal constitui um grupo de doencas
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hereditarias, de distribuicdo mundial, causada pela deficiéncia da sintese de cadeias alfa da
globina (CANCADO, 2006).

As formas de a-Tal sdo resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou dos quatro genes
a. Seus portadores sdo caracterizados segundo o nuimero de genes afetados: portador
silencioso, no qual um gene a ¢ afetado; traco a-talassémico, no qual dois genes o sdo
afetados; doenga da hemoglobina H, na qual trés genes o sdo afetados; e sindrome da
hidropsia fetal por hemoglobina Bart, onde todos os quatro genes a sdo afetados (NAOUM,
1997)

As sete delegbes mais comuns que causam a a-Tal sdo: -o 3.7 ¢ -a 4.2 que atingem
apenas um gene da a-globina, e as dele¢cdes que atingem os dois genes da a-globina em cis,
como os alelos -- SEA | - FIL e - THAl "myito comuns no sudeste da Asia, e os alelos -- MEP e -
(o) 2°° que ocorrem com mais frequéncia no Mediterraneo (TAN et al., 2001).

No Brasil, a prevaléncia de a-Tal se relaciona diretamente com as diferentes etnias
estrangeiras que formaram e compdem a populacédo de determinada regido. O tipo de delecdo
que levam a a-Tal é quase que exclusivamente a do tipo 3.7 (CANCADO, 2006). A delecéo -
a 3.7 é heterogénea e possui trés subtipos diferentes (I, 11 ou I11) dependendo da localizacéo
exata do ponto de quebra (breakpoint) da mutacéo no gene. O tipo | € prevalente nos africanos
e americanos enquanto o tipo Il é prevalente em asiaticos (BALLAS, 2001).

Estima-se que na populacdo brasileira, a prevaléncia do portador silencioso seja de
10% a 20% e 1% a 3% do traco alfa-talassémico. Entretanto, se considerarmos os individuos
afrodescendentes, essa frequéncia pode alcancar 20% a 25% (CANCADO, 2006). A a-Tal é
uma das hemoglobinopatias de diagnostico mais dificil. O diagndstico molecular é a unica
forma de confirmar o gendtipo e diferenciar os tipos de delecdo que a causam.

A possibilidade da interagdo de o-Tal interferir no curso clinico da anemia falciforme

vem sendo investigada exaustivamente devido a melhoria do quadro clinico do portador da
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interacdo em comparagdo com a anemia falciforme isoladamente (ELHAZMI, 1992;
THOMAS et al., 1997). A a-Tal exerce trés principais impactos na anemia falciforme: 1)
modifica os parametros hematoldgicos e modifica a heterogeneidade da densidade das
hemacias; 2) afeta a sobrevida geral dos pacientes; e 3) afeta diferencialmente a frequéncia
individual de complicacdes clinicas (NAGEL, 1991).

A deformabilidade de hemacias falciformes de individuos que possuem a coexisténcia
de a-Tal é maior do que a dos pacientes sem a a-Tal (SERJEANT et al., 1983; BALLAS et
al., 1988). Além disso, individuos com a coexisténcia ttm menor nimero de células densas e
de células falcémicas irreversiveis. Esses achados sugerem que as hemacias em individuos
com a-Tal sdo menos desidratadas, uma vez que tanto as células densas e as células
falcémicas irreversiveis sdo populagdes de células conhecidas por serem altamente
desidratadas (EMBURY et al., 1984; FABRY et al., 1984; NOGUCHI et al., 1985). As
hemécias falcémicas densas sdo mais suscetiveis a danos mecanicos, provavelmente devido a
diminuicdo da estabilidade da membrana (MESSMANN et al., 1990). Como os individuos
com a coexisténcia de a-Tal possuem nimero reduzido de células densas, é provavel que suas
hemaécias possuam menor fragilidade mecanicamente. Isto, provavelmente, pode ser um fator
que contribui para a diminuicdo da taxa hemolitica observada nestes individuos (DE
CEULAER et al., 1983; FELICE et al., 1987; CHAAR et al., 2006; BERNAUDIN et al.,
2008).

Os efeitos benéficos da a-Tal em propriedades reologicas das hemacias de individuos
com anemia falciforme, mostradas na Tabela 5, sdo compensadas pelo aumento da
viscosidade sanguinea devido aos niveis mais elevados de hematocrito conferido pela
presenca da a-Tal (EMBURY et al., 1982; SERJEANT et al., 1983; SCHROEDER et al.,
1989; PLATT et al., 1991; BRADEN et al., 1996; MUKHERJEE et al., 1998; MOUELE et

al., 1999; MOUELE et al., 2000; ADORNO Et al., 2004; BERNAUDIN et al., 2008).
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Entretanto, a adesdo de hemaécias falciformes ao endotélio in vivo, poderia,
teoricamente, ser afetada pela presenga de a-Tal, reduzindo a capacidade adesdo destas ao
endotélio (JONECKIS et al., 1993; SWERLICK et al., 1993). O maior nivel de hematdcrito e
aumento da viscosidade sanguinea, por outro lado, poderia aumentar a adesdo célula-célula na
vasculatura. Dessa forma, os efeitos da a-Tal na fisiopatologia da anemia falciforme ainda
ndo sdo inteiramente entendidos e poderiam ser danosos em algumas situacdes (BALLAS,

2001).

Tabela 5 — Efeitos da a-Tal em propriedades reoldgicas das hemacias

Maior deformabilidade das hemécias

Menor desidratacédo celular

Menor nimero de células falciformes irreversiveis
Menor nimero de células densas

Menor fragilidade mecanica celular

Aumento da viscosidade do sangue

Menor adesao as células endoteliais
Fonte: Ballas, 2001

Devido a variabilidade amostral e inadequacdo metodoldgica em vérios estudos, ha
controvérsias, contudo, sobre os efeitos da a-Tal nas complicacBes clinicas da anemia
falciforme. Alguns estudos foram capazes de identificar diferencas nas manifestac6es clinicas
entre grupos de individuos com anemia falciforme, com e sem a co-heranga da o-Tal. A
maioria dos estudos aponta para diminuicdo de eventos como AVC e ulceracGes nas pernas,
fungéo esplénica preservada e provavelmente aumento na sobrevida. Por outro lado, haveria
susceptibilidade maior a manifestagfes clinicas como crises de dor, osteonecrose e

esplenomegalia.
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No Brasil, poucos estudos estimaram a prevaléncia de a-Tal em individuos com
anemia falciforme e menos estudos ainda avaliaram os efeitos advindos da interacdo da
mesma sobre dados clinicos e hematoldgicos. Costa et al. (1989) avaliaram 41 pacientes com
anemia falciforme para estimar a coexisténcia da a-Tal e avaliar o efeito dessa interagdo em
alguns dados hematologicos. O geno6tipo -o/aa foi encontrado em nove dos 41 pacientes
(22%), o volume corpuscular médio (VCM) dos pacientes com a mutacdo foi
significativamente menor do que nos pacientes sem o-Tal. Ndo houve diferenca nos valores
de Hb total, Hb F e Hb A2.

Figueiredo et al. (1996) estudaram os efeitos da a-Tal nas caracteristicas clinicas e
hematoldgicas de 85 pacientes com anemia falciforme provenientes do Hospital Universitario
da UNICAMP e do Hospital Universitario da Escola Paulista de Medicina. O genétipo -o/aa
estava presente em 17,6% e o0 genotipo -a/-o. em 1,2%, totalizando 18,8% de pacientes com a
co-heranga de a-Tal. Nao houve diferenca significativa relacionando os genoétipos de a-Tal
com os eventos clinicos analisados (AVE, célculos biliares, necrose asséptica e Ulcera nas
pernas).

Lyra et al. (2005) analisaram 31 pacientes de S&o Paulo e 40 de Salvador, com
objetivo de estudar aspectos hematoldgicos, clinicos e moleculares de criangcas com anemia
falciforme dessas duas cidades brasileiras. A prevaléncia de a-Tal (-o/oa) foi de 22,5% em
Séo Paulo e de 28,2% em Salvador. N&o houve diferenga significativa nos 95 grupos com ou
sem a coexisténcia de a-Tal com relacdo a hospitalizacdo devido a crises vaso-oclusivas,
hospitalizacdes devido a infec¢bes, AVE ou litiase biliar.

Lima et al. (2006) estudaram 102 pacientes com doenga falciforme acompanhados no
Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas, com objetivo
de esclarecer se caracteristicas clinicas, hematologicas e genéticas da doenca falciforme

influenciariam na ocorréncia de alteracfes nos vasos sanguineos da retina e conjuntiva. Dos
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102 pacientes estudados, quatro ndo foram genotipados, 23 (23,7%) apresentavam a
coexisténcia de a-Tal e 74 (76,3%) ndo possuiam delecbes nos genes alfa. Nao houve
diferenca na frequéncia de alteracGes nos vasos da conjuntiva e da retina nos pacientes com
ou sem a-Tal, sugerindo que esta ndo interfere na ocorréncia dessas complicagdes.

Em um estudo realizado com 74 criancas com doenca falciforme triadas pelo
programa de triagem neonatal do estado de Pernambuco e acompanhados no hospital do
HEMOPE, o gendtipo -a/ao estava presente em 14 (18,9%) pacientes e o gendtipo -a/-o. em
cinco (6,7%) (BEZERRA et al., 2007). Em um estudo realizado na Bahia, para identificar os
principais fatores moleculares e clinicos associados a anemia falciforme no estado, Adorno et
al. (2008) avaliaram 125 pacientes. Dois pacientes (1,8%) possuiam o genoétipo -a/-a. e 30
(27,3%) possuiam 0 genotipo -o/aa. Os pacientes com a coexisténcia de a-Tal apresentaram
menores niveis de VCM e HCM e maiores niveis de Hb total e hematocrito quando
comparados com os sem a-Tal. Ndo houve diferenga nos niveis de Hb F entre esses grupos. A
delecdo causadora de a-Tal em todos os estudos realizados no Brasil foi a do tipo -a 3.7.

A delecéo génica do tipo 3.7 kb tem prevaléncia elevada na populacéo africana, sendo
importante lembrar que este ¢é praticamente o Unico tipo de a-Tal nessa populagdo

(STEINBERG e EMBURY, 1986).

3.10 Programa de Triagem Neonatal

Inicialmente a anemia falciforme e varias outras doencas eram detectadas apenas
qguando surgiam os sintomas e muitas patologias s6 eram entdo diagnosticadas apds a morte
do individuo. Os primeiros programas populacionais de triagem neonatal no mundo tiveram
inicio na década de 1960. Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude, 5% da

populacdo mundial é portadora do gene para hemoglobinopatias e a cada ano, nascem
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aproximadamente 300.000 com essa doenca (World Health Organization, 2005). No Brasil,
estima-se que existam mais de 10.000 portadores de Anemia Falciforme e que ocorra o
nascimento de 3.500 novos casos por ano.

No Brasil, a primeira iniciativa de regulamentacdo federal foi estabelecida pelo
Estatuto da Crianca e do Adolescente (Lei n°.8069/90), tornando obrigatoria a realizacdo de
exames visando diagndstico e terapéutica de anormalidades do metabolismo. Com isso, a
partir de 1992, o SUS passou a custear a realizacdo de exames neonatais, dentre eles o teste do
pezinho.

Inicialmente, esta triagem era restrita ao diagnostico do hipotireoidismo congénito e da
fenilcetondria, porém com o passar dos anos percebeu-se a necessidade do diagnostico
precoce de outras doencas tais como a anemia falciforme (Ministério da Salude, 2012), uma
vez que a doenca falciforme é a hemoglobinopatia mais comum no Brasil (SILVA, 2006). O
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) tem a funcdo de detectar, confirmar,
diagnosticar, acompanhar e tratar 0s casos suspeitos de quatro importantes doencas
(fenilcetondria, hipotireoidismo congénito, fibrose cistica e doencas falciformes e outras
hemoglobinopatias). Este programa vem sendo implantado, em fases distintas, em virtude dos
diferentes niveis de organizacdo das redes assistenciais existentes nos estados, da variacao
percentual de cobertura dos nascidos vivos, da triagem que vinha sendo realizada no pais e da
diversidade das caracteristicas populacionais existentes no pais.

Para habilitacdo em cada fase, os estados ou Distrito Federal tem que se comprometer
em cumprir alguns critérios estabelecidos na Portaria Ministerial GM n° 822/01, com respeito
a rede de coleta e cobertura, ao servigo de referéncia, ao acompanhamento e tratamento das
doengas.

Um dos principais objetivos do Programa de Triagem Neonatal é a garantia de que

todos os nascidos vivos no territdrio nacional sejam testados para as doencgas pré-definidas por
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este programa, mas infelizmente a cobertura populacional total é muitas vezes dificultada por
problemas socioecondmicos e culturais, falta de informacéo quanto a importancia da triagem
e dificuldade dos pais em levar seus filhos para a realizacdo dos exames agendados. No
Brasil, para ser credenciado como um servico de referéncia, a instituicdo deve obedecer
alguns critérios basicos, assumindo responsabilidades com relacdo a rede estadual de coleta, a
estruturacdo do laboratério especializado e do ambulatério multidisciplinar para
acompanhamento dos pacientes (ALMEIDA et al., 2006).

O estado de Minas Gerais por meio de uma acao conjunta entre a Secretaria Estadual
de Saude e a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), implantou o Programa Estadual
de Triagem Neonatal. Minas Gerais foi 0 primeiro estado a fornecer uma politica de atencao
aos portadores de doenca falciforme, sendo que desde 1998, a doenca foi incluida na triagem
neonatal, enquanto que o Programa Nacional s6 foi efetivado em 2001 (RODRIGUES et
al.,2010). O PETN-MG é coordenado pelo Nucleo de Ac¢des e Pesquisa em Apoio
Diagnostico (NUPAD, Faculdade de Medicina da UFMG) que encaminha os recém-nascidos
diagnosticados com doenca falciforme para acompanhamento multidisciplinar na Fundacao
HEMOMINAS.

Entre 1998 a 2007, foram triados em MG 2.549.097, sendo que, 188.916 nasceram
nas 39 cidades de abrangéncia da HEMOMINAS de Juiz de Fora (JFO), 0 que representa
7,41% do montante do estado. A cobertura do PETN-MG em 2007 foi de 88,57%, valor este
superior em 9,65% a média nacional (MINISTERIO DA SAUDE,2009).

Buscando melhores condicdes para o atendimento integrado dos pacientes com
hemoglobinopatias, a Hemominas, o Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnostico (NUPAD), a
Secretaria Estadual de Saude, Associacdo dos Pais, Amigos e Pacientes com Doenca
Falciforme do Estado de Minas Gerais e 0 Ministério da Saude, que aporta recursos federais

para a iniciativa, criaram, em 2005, o Centro de Educacdo e Apoio para Hemoglobinopatias
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(CEHMOB). O CEHMOB, hoje referéncia nacional, com sede em Belo Horizonte, acolhe
familias em tratamento de hemoglobinopatias.

O atendimento e acompanhamento médico sdo realizados nos ambulatorios da
Fundacdo Hemominas onde os familiares recebem também informacgdes pertinentes e
atendimento multidisciplinar, inclusive com acompanhamento de Assistente Social.

Considerada como uma bem-sucedida experiéncia, a de Minas Gerais, este modelo foi
disseminado e apontado como marco nas politicas publicas nacionais para o atendimento as
hemoglobinopatias. O atendimento  sistematico aos pacientes portadores de
hemoglobinopatias em Minas Gerais foi iniciado em 1991 e desde entdo a Hemominas é
referéncia nacional e internacional para o tratamento.

Um estudo realizado, no periodo entre 1998 e 2001, apontou dados importantes sobre
a frequéncia da anemia falciforme em Minas Gerais, dentre eles a incidéncia da doenca em
todas as suas formas, em torno de 1 caso para cada 1.300 nascimentos. Ramalho (2002)
entende que, ao incluir as hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal, a
Portaria no 822/01 do Ministério da Saude deu um passo importante no reconhecimento da
sua relevancia na salde publica do Brasil. Diniz (2009) reitera que a identificacdo e
tratamento precoces sdo requisitos indispensaveis para 0 aumento da expectativa de vida das
criangas com anemia falciforme (Silva, 2006).

O Programa de Atencdo a Doenca Falciforme em Minas Gerais envolve:

1. A realizagdo do “teste do pezinho”

2. O diagndstico para doenca falciforme através da Triagem Neonatal

3. A primeira consulta de orientagdo aos pais junto com uma equipe médica que
orienta sobre a doenca e sinais de alerta (alteracbes sugestivas de urgéncia/emergéncia

médica), fornece folhetos explicativos sobre a hemoglobinopatia, incluséo no CEHMOB
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O CEHMOB permite acesso através de uma central 0800, gratuita e com
funcionalidade de 24 horas. O paciente recebe uma carteirinha, fornecida pelo CEHMOB em
parceria com 0 NUPAD, Governo de Minas e a Fundacdo Hemominas que informa aos
profissionais de salde que a crianca é portadora de doenca falciforme e deve receber
atendimento prioritario em qualquer centro médico.

Diante do exposto fica claro para Cancado e Jesus (2007) que devemos garantir ao
individuo com doenca falciforme o amplo acesso a salde através de uma politica de atengédo
integral a essas pessoas desde a Triagem Neonatal até medidas preventivas e tratamento das
complicacBes agudas e cronicas. A implantacdo de programas de triagem neonatal para
doenca falciforme e a garantia do tratamento feito de maneira adequada, alcancando a adeséo
completa, o atendimento de qualidade e o acesso a todos, demonstra a possibilidade de
diminuicdo da morbimortalidade da doenca através de uma politica puablica de atencdo a
salde, onde os principios constitucionais basicos sdo conquistados pela populacdo, gerando
compromisso com 0s conceitos mais amplos de saide conforme a Declaracdo de Alma-Ata e
respondendo a questdes contidas no planejamento do 1°. Congresso Mundial de Anemia
Falciforme que foi realizado em 2010, cujo tema era “Anemia Falciforme, 1910-2010: 100

anos de ciéncia, ainda a procura por solu¢des mundiais”.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral
Verificar as associagdes entre os determinantes genéticos, demograficos e sécio —
econémico e a ocorréncia de AVE em criangas triadas pelo Programa Estadual de Triagem

Neonatal de Minas Gerais e acompanhadas na Fundacdo Hemominas de Juiz de Fora.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Determinar a frequéncia de cada tipo de Doenca Falciforme na Hemominas Juiz de

Fora

4.2.2 ldentificar os haplétipos do agrupamento de genes da cadeia Bs-globina e os genotipos
de a-Tal em criancas com doenca falciforme

4.2.3. Determinar a concentracao relativa de hemoglobina fetal no lisado de Hemacias

4.2.4. Caracterizar a populagéo estudada em relagédo aos fatores socioeconémicos,
escolaridade do principal cuidador e renda familiar

4.2.5. Determinar a frequéncia de AVE na populacdo estudada

4.2.6. Avaliar a associacao das varidveis estudadas ao desfecho AVE

5 METODOLOGIA
5.1 Desenho e local de realizacéo do estudo

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva, observacional de natureza
quantitativa, cuja populacdo de estudo foi composta pelo total de criangas nascidas vivas,
diagnosticadas com doenca falciforme através do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais (PETN), entre 1998 e 2007 e que sdo acompanhadas no ambulatério da Hemominas

Juiz de Fora (JFO) (Figura 5). Foram colhidas amostras para realizacdo de exames
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laboratoriais para identificacdo de determinantes genéticos (haplotipos e alfa-talassemia) e
dosagem de hemoglobina fetal e aplicado questionario socio econémico. O termo de
cooperacdo para desenvolvimento desta pesquisa (Anexo E) envolve uma parceira da

Fundacdo Hemominas e da Universidade Federal de Juiz de Fora.

uuuuuuuuuu

FIGURA 5 - Unidades da Fundacdo Hemominas que atendem portadores de Doenca
Falciforme em Minas Gerais, com destaque para a de Juiz de Fora.
Fonte: Adaptado de MINAS GERAIS, 200-b.

5.2 Caracterizacao da populacéo estudada e metodologia de selecdo

No periodo entre 1998 e 2007, 188.916 criancas nascidas na regido da Zona da Mata
Mineira e Vertentes foram submetidas a triagem neonatal para DF através do PETN-MG.
Neste periodo foram encaminhadas 135 criangas com DF para a Hemominas JFO, institui¢do
de referéncia em hemoglobinopatias (Anexo B). Desse total, nove foram a oObito antes do

inicio do projeto, seis criangas com DF tipo SD e S- foram excluidas do estudo e em dez
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houve perda de acompanhamento, restando 110 criancas que constituem a populacdo deste

estudo. (Figura 2).

Crianc¢as com DF

N=135
Perda
N=10
Obito
N=9 Excluidos
(SD, SG,SE,SJ)
N=6
Elegiveis
N=110
AF
N=66
DF
N=44

Figura 6 - Fluxograma da selecdo amostral na populacéo estudada

A identificacdo dos casos e a coleta de dados partiu do resultado da triagem neonatal
enviado pelo NUPAD (Anexo B). Foram excluidas 19 criangas, os motivos das exclusdes
foram a indisponibilidade para coleta da amostra biologica, obito e a falta de informagdes
relativas ao acompanhamento clinico-laboratorial comprometendo o follow-up. Optou-se por

incluir todas as criangas com DF e ndo realizar um calculo amostral formal considerando que
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os dados sobre a associagdo entre os haplotipos s e genotipos de a-Tal e variaveis clinicas e
hematoldgicas foram controversos em relatos anteriores.

Também foram excluidas as criancas com perfil SD, SE, SJ e SG tornando a
populacdo mais homogénea para as analises das correlagdes clinicas e para discussao dos
resultados com a literatura disponivel. Essas variaveis de DF apresentam baixa prevaléncia na
populacdo brasileira e ndo estdo correlacionadas com manifestagdes clinicas importantes
como por exemplo o AVE.

Dessa forma, os critérios de inclusao utilizados nessa pesquisa foram:

e criancas triadas pelo NUPAD/PETN-MG, com perfil hemoglobinico compativel com
doenca falciforme (SS, SC, SB*-talassemia, Sp°-talassemia) determinado por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC) e eletroforese com focalizacdo isoelétrica (IES) e
acompanhadas na JFO, nascidas entre 01 de janeiro de 1997 e 31 de dezembro de 2007.
(Anexo A);

e Concordancia em participar do estudo e assinatura do Termo de Consentimento Livre

Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis. (Apéndice B).

Os critérios de exclusdo da pesquisa foram:
e criancas com perfil hemoglobinico compativel com outros subtipos de doenca falciforme
(SD, SE, SJ e SG);
e criangas que foram a ébito por qualquer razédo, antes do inicio do estudo;
e criancas encaminhadas a Hemominas JFO, que compareceram & primeira consulta e ndo
deram seguimento ao acompanhamento clinico por qualquer razéo;

e criangas transferidas para acompanhamento em outro centro.



71

O diagnostico confirmatorio de DF foi realizado através de eletroforese de
hemoglobina em pH alcalino aos 6 e 12 meses de idade, dosagem de Hemoglobina A2 por
cromatografia, imunodifusdo radial para Hb Fetal e analise molecular do Cddon 6 da beta
globina.

As informac6es clinicas e laboratoriais foram extraidas dos prontuarios médicos, no
periodo compreendido entre a data de cadastro na instituicdo até 31 de dezembro de 2013
(término do acompanhamento da coorte), permitindo um acompanhamento de no minimo
cinco anos dos sujeitos da pesquisa. Os dados foram obtidos atraves do instrumento de coleta
de dados (Apéndice C) e através da analise de fichas de consulta e contra referéncia utilizadas
pela Fundacdo Hemominas (Anexos C e D). Todas essas informacdes foram armazenadas e
lancadas no programa Excel® (Microsoft Redmond) em arquivo especifico elaborado com a

finalidade deste e de outros estudos em execucéo na JFO.

5.3 Anélise dos fatores socioeconémicas

As caracteristicas socioecondmicas foram obtidas através da aplicacdo do questionario
do Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais Anisio Teixeira (INEP), acrescido
de questdes sobre a escolaridade do cuidador e renda familiar (Apéndice A). O questionario
era composto de 40 questdes com informacdes gerais e epidemioldgicas como: nome, idade,
sexo, naturalidade, cor da pele, tamanho da familia, condi¢des de moradia, renda familiar,
escolaridade e acessibilidade. Para a analise as familias foram estratificadas quanto a renda
(até 2 salarios minimos e acima de 2 salarios minimos) e em relacdo a escolaridade do pai e

mée (fundamental incompleto e completo).



72

5.4 Analise Laboratorial

A amostra de sangue para esta pesquisa foi coletada durante a rotina laboratorial de
acompanhamento das criancas com DF e ndo foi necessaria a retirada de novas amostras
exclusivamente para a pesquisa. Foram coletados 5 ml de sangue total em tubos com EDTA
para obtencdo do DNA. As criancas e responsaveis foram previamente esclarecidos sobre a
importancia deste estudo e autorizaram sua participacdo através da assinatura do TCLE

(Apéndice B). Os aspectos laboratoriais estudados foram:

1. A concentracdo relativa de hemoglobina fetal no lisado de Hemécias determinada aos 5
anos de idade e seu valor estratificado conforme Steinberg, 2009 em HbFetal > 10% ou
HbFetal < 10%. A dosagem de Hemoglobina Fetal foi realizada através da técnica de
imunodifusdo radial padronizada no Laboratorio Central de Hematologia da Fundacéo
Hemominas em  Belo Horizonte  (HbF  Quiplate, Helena  Laboratories).

http://sa.hemominas.mg.gov.br:8080/sa/apps/dms/GlobalRepositoryApplication.|sp.

2. A identificagdo dos haplotipos da cadeia da Beta globina e o estudo da coexisténcia da a-
talassemia. A coleta destes exames foi iniciada em novembro de 2010, apds aprovacdo pela
agéncia de fomento através do Programa Para a Salde- PPSUS/Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG). As analises foram realizadas no
Laboratdrio de Pesquisa da Fundagdo Hemominas, sob a responsabilidade da pesquisadora
Marina Lobato Martins.

A extracdo do DNA genbmico das amostras para ao estudo dos haplétipos e a-
talassemia nas amostras de sangue foi realizada com o uso do kit comercial (QlIAamp®
DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instrugdes do fabricante. Inicialmente, foi

obtida a camada leucocitaria por centrifugacdo do sangue total e depositada em microtubo de


http://sa.hemominas.mg.gov.br:8080/sa/apps/dms/GlobalRepositoryApplication.jsp
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1,5 ml. O DNA foi obtido adicionando-se em um microtubo de 1,5 ml 20 ul de protease, 200
ul da camada leucocitaria a temperatura ambiente e 200 pl do tampdo AL 101
homogeneizado previamente. O microtubo foi agitado em voértex (QL-901 Vortex, Vertex)
por 15 segundos. O tubo foi incubado a 56°C durante 30 minutos em dry bath (DB-Heat &
Cool, Loccus Biotecnologia) e centrifugado brevemente em microcentrifuga (Micromax RF,
IEC) para remover as gotas na tampa. Adicionaram-se 200 ul de etanol (96-100%) e o
microtubo foi agitado durante 15 segundos e centrifugado brevemente para remover as gotas
na tampa. O contetdo foi transferido para a coluna de centrifugacdo e essa colocada em um
tubo coletor de 2 ml. Centrifugou-se a 11.269 x g por 5 minutos e, em seguida, o tubo coletor
foi descartado. A coluna de centrifugacdo foi colocada em um novo tubo coletor de 2 ml e
adicionaram-se 500 ul do tampdo AW1 a coluna. Centrifugou-se a 11.269 x g por 5 minutos
e, em seguida, o tubo coletor foi descartado. A coluna de centrifugacdo foi colocada em um
novo tubo coletor de 2 ml e adicionaram-se 500 ul do tamp&do AW?2 a coluna. Centrifugou-se
a 15.339 x g por 3 minutos e, em seguida, o tubo coletor foi descartado. A coluna de
centrifugagéo foi colocada em um microtubo de 1,5 ml e adicionaram-se 200 pl de Tampao
AE. Incubou-se a temperatura ambiente (15-25°C) por 5 minutos e centrifugou-se a 7826 x g
por 1 minuto. Para leitura da concentracdo e do grau de pureza do DNA, a amostra foi
submetida a temperatura de 56°C durante cinco minutos em dry bath e homogeneizado
posteriormente para garantir que o DNA estivesse solGvel. Quatro ul da amostra de DNA
foram transferidos para uma cubeta de quartzo contendo 76 ul de dgua deionizada. A cubeta
foi colocada no espectrofotdmetro (GeneQuant pro,Pharmacia Biotech), calibrado
anteriormente com agua deionizada, e a leitura realizada. A concentracdo do DNA em ng/ul e
a relacdo do grau de pureza (absorvancia em 260 nm dividido pela absorvancia em 280 nm)
foram documentados para posterior diluicdo. O DNA foi estocado a -200°C até o momento do

uso.
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A determinagdo da presenca do alelo B S foi realizada por meio de PCR-RFLP
(polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo - ““restriction fragments length
polymorphisms™ foi realizada conforme SUTTON et al. (1989), com modificacdes. Neste
estudo foram analisados seis desses fragmentos para a determinagdo dos haplétipos. Excluiu-
se a andlise do fragmento 3'P, que estd localizado dentro de uma sequéncia repetitiva e,
segundo Wang et al. (1992), ndo pode ser determinado por PCR. Este fragmento apresenta o
mesmo padrdo de restrigdo do fragmento G vy e, portanto, ndo traz informacdo adicional
guando se analisam os seis fragmentos. Esta exclusdo também foi feita em estudos publicados
anteriormente (FIGUEIREDO, 1996).

A amplificacdo dos fragmentos utilizados para determinacdo dos haplotipos foi feita
utilizando 100 ng de DNA gendmico como molde numa reacdo com volume final de 20 pl,
contendo 200 uM Tris-HCI (pH 8,4), 500 uM KCI, MgCI2 em concentragcdes 107 distintas
(Tabela 15), 200 uM de cada dNTPs, 2 pmol de cada oligonucleotideo sintético e 0,8 U de
Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA). A reacdo de amplificacdo foi feita em
termociclador (PTC-100 MJ Research ou Thermal Cycler - Biocycler) com uma fase inicial a
94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 57°C por 30 segundos
(exceto para 3"¥PB: 60°C por 30 segundos), e 72°C por 45 segundos, mais uma fase de
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Na anéalise de RFLP, os produtos da amplificacdo da
PCR (10 pl) foram digeridos com as enzimas adequadas a temperatura de 37°C numa reagéo
de volume final de 20 pL: Xmnl na extremidade 5" do gene G y; HindIII na regido IVS2 do
gene G y e na regido IVS2 do gene A vy; Hinc Il em ¥ e na extremidade 3" de B; e Hinfl na
extremidade 5 de . Apos a digestdo, a enzima foi inativada com aumento da temperatura
para 65°C durante 20 minutos. Para visualizacdo dos produtos da restri¢do, 20 ul do produto
foram aplicados em gel de agarose 3% contendo brometo de etidio (10ug/mL). A eletroforese

foi feita a 80 volts, durante 90 minutos em tampdo TAE 1X. O gel foi visualizado sob luz
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ultravioleta para analise dos fragmentos. Homozigotos e heterozigotos para presenca ou
auséncia dos sitios de restricdo foram determinados pelo tamanho dos fragmentos gerados
pela restricdo, quando comparados com o padrdo de peso molecular 100 pb (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen). Utilizando-se esses seis polimorfismos, os cromossomos foram
agrupados em cinco haplotipos classicos, de acordo com o padrdo de restricdo: CAR ou Bantu
(-+----), Benin (----+-), Senegal (++-+++), Camardes (-++-+-) e Asiatico (++-++-), sendo que

€

“+” representa a presenca ¢ representa a auséncia do sitio polimorfico. Quaisquer outras
combinacg6es encontradas foram classificadas como haplétipos atipicos (Figura 3). Quando se
verificava a heterozigose para dois haplotipos, presumiu-se com base na maior prevaléncia de
hapl6tipos comuns em individuos com anemia falciforme, que um hapl6tipo comum estava
presente, juntamente com um hapl6tipo atipico, em vez de dois haplétipos atipicos. Todas as
amostras em que foram identificados haplétipos atipicos, a genotipagem foi realizada
novamente para confirmagdo do resultado. A classificagdo dos haplotipos BS dos sujeitos da
pesquisa foi antecedida pela aplicacdo da mesma metodologia em amostras de DNA com

hapldtipos previamente 108 conhecidos, cedidos gentilmente pela Dra. Marilda de Souza

Gongcalves, da Fiocruz — Salvador, BA.
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*Padriio atipico: qualquer outra combinagiio,

Fonte: Sutton et al.. 1989, com modificagtes
Figura 7 - Principais haplétipos do agrupamento de genes da globina beta definidos pelo
padrdo de atividade das enzimas de restricdo Xmn I, Hind I1I, Hinc Il e Hinf | nos seis

fragmentos amplificados localizados em 5’G vy, Gy, Ay, yf, 3’yB e 5°B.

Para o diagndstico molecular da o- talassemia foram realizadas as reaces de PCR
maultipla foram desenhados oligonucleotideos sintéticos especificos para cada uma das sete
principais mutagoes de delecdo dos genes de globina o causadoras de a-Tal segundo Tan et al.
(2001). A identidade de cada delecéo foi obtida pela determinacdo do tamanho do fragmento
amplificado em cada reagéo. Visto que qualquer uma das sete dele¢des remove parte ou todo
o gene 02 globina, sua amplificagdo, juntamente com a amplificagdo de um alelo de delegao,
indica que a mutagdo encontra- se em heterozigose. Como controle positivo para o sucesso da
amplificacdo do DNA, foi utilizado um segmento de 2.350 pb, referente a regido 3" ndo
transcrita do gene LIS 1 (fator plaquetario), localizado no cromossomo 17p13.3. As

sequéncias dos iniciadores foram conferidas com as informagfes disponiveis no NCBI
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utilizando a ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A reacdo da PCR
multipla foi padronizada para permitir a deteccdo das sete delecbes em uma reacdo de tubo
unico. A padronizagdo ocorreu para a delecdo -a 3.7, seguido da padronizagdo com todos os
oligonucleotideos sintéticos. A especificidade da técnica de PCR multipla para o diagnostico
da dele¢do mais comum causadora de a-Tal foi confirmada utilizando-se controles positivos,
cedidos gentilmente pelo Dr. Samuel S. Chong (Universidade de Cingapura) ao Laboratdrio
de Pesquisa da Fundacdo Hemominas.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial para PCR multipla
(QIAGEN® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Os primeiros ensaios para padronizar a técnica
foram realizados com 100 uM de cada dNTP, 0,75 uM MgCI2 e 1,25 U HotStarTag DNA
polimerase (Qiagen master mix), oligonucleotideos sintéticos em concentracbes distintas
(Tabela 13), e 200 ng de DNA gendmico, num volume final de 25 ul. Nos ensaios seguintes e
que levaram a padronizagdo do teste molecular de diagnostico de a-Tal as condigdes para a
amplificagdo da reacdo da PCR multipla foram: volume final de 25 pul contendo 100 uM de
cada dNTP, 0,75 uM MgCI2 e 1,25 U HotStarTag DNA polimerase (Qiagen master mix),
oligonucleotideos sintéticos em concentracdes distintas, 1X solucdo Q e 200 ng de DNA
genémico. Com relacédo aos ciclos da PCR, estabeleceu-se nos primeiros ensaios: ativacao da
enzima hot start e desnaturacdo do DNA a 96°C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 98°C
por 45 segundos para desnaturacdo do DNA, 60°C durante 90 segundos para anelamento dos
iniciadores, 72°C por 135 segundos para acdo da DNA polimerase, seguido por uma extensdo
final de 5 minutos a 72°C. Posteriormente, a temperatura de 105 anelamento dos
oligonucleotideos sintéticos foi elevada para 62°C visando, com isso, excluir bandas
inespecificas e melhorar as amplificacdes.

Para resolucédo dos produtos da PCR, 10 ul do amplicon, adicionado de 1 ul do tampéo

de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 1% contendo brometo de
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etidio (10ug/mL). A corrida de eletroforese foi condicionada a 90 volts durante 2 horas em
cuba (HU13, Max Fill) contendo tampéo TAE 1X. O gel foi visualizado no transiluminador
de luz ultravioleta (Imagemaster VDS, Amersham Pharmacia Biotech) para andlise dos
fragmentos amplificados. A determinacdo do gendtipo do sujeito da pesquisa foi realizada de
acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados, quando comparados com o padrdo de

peso molecular 500 pb (500 bp DNA Ladder, Invitrogem).

5.5 Variavel Clinica de Desfecho

A variavel clinica de desfecho foi dicotomizada em presenca de AVE (sim ou ndo). O
diagnostico de AVE foi feito clinicamente (AVE isquémico ou ataque isquémico transitorio)
e/ou por meio de exames complementares tais como Doppler Transcraniano (DTC) e
angioressonancia magnética dos vasos cerebrais (AngioRM).

O rastreamento para a presenca de AVE através do DTC tem sido oferecido
anualmente a todas as criangas em acompanhamento de DF, entre 2 e 16 anos de idade,
conforme preconizado pelo Protocolo Brasileiro, desde 2007 em Belo Horizonte, e a partir de
2012, na unidade regional deste estudo. O exame é realizado em todos pacientes com DF,
apesar de ndo haver parametros de velocidades definidos para DF tipo SC e S/beta* . A
determinacdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas grandes artérias do Poligono de
Willis foi base ada nos critérios do estudo “Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia”
(STOP) (ADAM et al., 1998).

Os resultados do DTC foram estratificados de acordo com a classificagdo proposta
pelo estudo STOP, acrescentando-se a recomendacdo de se incluir a velocidade méaxima

média (VMM) em uma das artérias cerebrais anteriores > 170 cm/s como também
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representando risco elevado de desenvolvimento de AVC isquémico (KWIATKOWSKI et al.,
2004):

a. Teste Doppler Normal = baixo risco: todas as velocidades médias maximas de fluxo
sanguineo cerebral menor que 170 cm/s, sendo necessario a insonacdo das artérias cerebrais
médias, artérias carotidas internas e artérias cerebrais anteriores.

b. Teste Doppler Condicional ou Intermediario Baixo = certo aumento de risco:
velocidade média méxima entre 170-184 cm/s em uma das cerebrais médias ou em uma das
carétidas internas.

c. Teste Doppler Condicional Alto = aumento significativo de risco: velocidade média
méaxima entre 185-199 cm/s em uma das cerebrais médias ou em uma das cardtidas internas.

d. Teste Doppler Anormal = risco alto: velocidade maxima média maior ou igual a 200
cm/s em uma das cerebrais médias ou em uma das carotidas internas; velocidade méaxima
média em uma das artérias cerebrais anteriores > 170 cm/s.

e. Teste Doppler Inadequado = risco indefinido: auséncia de insonagdo de uma das
artérias cerebrais médias de um dos lados, estando o lado contralateral normal. Se a
velocidade maxima média de uma dessas artérias fo1 > 200 cm/s, o exame foi considerado
anormal (risco alto). Velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas artérias cerebrais médias <
70 cm/s também foi considerada como exame inadequado.

As principais artérias insonadas foram: cerebrais médias e suas bifurcagdes e carotidas
internas distais. A confirmacdo de teste anormal (risco alto) foi feita por dupla repeticdo do
exame com intervalo de uma a quatro semanas. Criangas confirmadas como de alto risco para
desenvolvimento de AVC isquémico foram encaminhadas para tratamento preventivo
primario do evento com regime de hipertransfusdo. No momento da realizacdo dos DTC néo

havia criancas em terapia transfusional de troca nem em tratamento com hidroxiureia.
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5.6 Analise estatistica

Os resultados guantitativos foram expressos como media + 1 desvio padrdo (DP), ou
pela mediana quando foi constatado que a média ndo era uma medida-resumo adequada. As
prevaléncias foram expressas pelas porcentagens correspondentes ao item analisado e limites
de confiancas a 95%.

Para verificar a possivel associa¢do dos genétipos de a-Tal com aspectos clinicos e
hematoldgicos da doenca, os pacientes foram analisados independentemente como dois
grupos de acordo com o genétipo, ou seja, AF e DF (SC, SB* SB%). As criancas foram
divididas em trés grupos: I- auséncia de a-Tal (quatro genes alfa selvagens), Il- heterozigose
para o-Tal-2 (um gene alfa afetado) e Ill- homozigose para o-Tal- 2 (dois genes alfa
afetados). Posteriormente, os pacientes foram divididos em dois grupos: auséncia de a-Tal (1)
e presenga de a-Tal (I1).

Para verificar a possivel associagdo dos haplotipos do agrupamento da BS -globina
com a variavel de desfecho de AVE, os pacientes homozigotos SS foram analisados
separadamente. Tendo em vista possivel associacdo do haplétipo CAR com a forma mais
grave da doenca (POWARS 1993), a analise comparou os individuos com pelo menos um
cromossomo do tipo CAR versus os individuos com auséncia de cromossomos do tipo CAR.

O estudo estatistico compreendeu em:

e confeccédo de tabelas de frequéncia;

e analise univariada da associa¢ao dos genétipos de a-Tal ou dos haplétipos BS com a
ocorréncia ou ndo de AVE, utilizando-se o teste do qui-quadrado. Uma associacdo foi
considerada estatisticamente significativa quando a probabilidade de erro alfa foi igual ou

inferior a 0,05.
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Todo o estudo estatistico foi processado utilizando o programa SPSS Statistics® 14.0

(IBM Corporation, Somers, NY, EUA).

5. 7 Aspectos éticos

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B) foi apresentado
ao responsavel legal do potencial participante. O estudo foi explicado verbalmente pelos
pesquisadores envolvidos durante as consultas de rotina do acompanhamento clinico. Quando
foi concedida a autorizacdo para participacdo, o responsavel legal assinou o TCLE, ficando
sob sua guarda uma copia e outra sob a guarda dos pesquisadores.

A consulta aos prontuarios foi feita de modo a garantir o sigilo das informac6es
pessoais de cada sujeito da pesquisa. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a
utilizar o material bioldgico e os dados coletados exclusivamente para os fins previstos no
projeto de pesquisa.

O presente projeto de estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da
Hemominas, cadastrado com o parecer nimero 245 (Anexo F), aprovado em 09/10/2009 e
encontra-se em consonancia com o estabelecido na Resolugdo n°. 466/2012 do Conselho
Nacional de Salde/Ministério da Satde e com o Codigo de Etica Médica de 1988 (Artigo 122

a 130).

5.8 Financiamento

O material de laboratério utilizado no desenvolvimento do estudo, tais como, kits de

extracdo de DNA, reagentes para PCR, enzimas de restricdo foram adquiridos com recursos

do Programa Pesquisa para 0 SUS - PPSUS via Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
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Minas Gerais (FAPEMIG) sob o nimero CDS- APQ-01431-10. Os tubos, ponteiras e
equipamentos para realizacdo de PCR foram adquiridos com recursos do orcamento do
Servico de Pesquisa da Fundacdo HEMOMINAS.

As bolsas de iniciacdo cientifica para os estudantes de graduacdo envolvidos e a bolsa
de apoio técnico a pesquisa foram financiadas pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG).

Adicionalmente, a pesquisa recebeu apoio logistico da Fundacdo Hemominas Juiz de
Fora e da Universidade Federal de Juiz de Fora atraves do Ndcleo de Assessoria,

Treinamentos e Estudos em Salde — NATES.
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RESUMO

Objetivo: Verificar fatores genéticos associados ao acidente vascular encefélico (AVE) em
criangas com Doenca Falciforme (DF).

Métodos: Coorte prospectiva de 110 criancas submetidas a triagem neonatal pelo Programa de
Triagem Neonatal, entre 1998-2007 com o diagndstico de DF, atendidas em servigo publico
regional de referéncia em hemoglobinopatias. As varidveis analisadas foram: tipo de
hemoglobinopatia, sexo, coexisténcia da alfa Talassemia (a-Tal), haplétipos do cluster da
cadeia beta globina e AVE. A andlise estatistica final foi realizada com 66 criangas com
Anemia Falciforme, por meio do teste do Qui-quadrado no programa SPSS® 14.0.
Resultados: Entre as criangas com DF, 60% eram portadoras de Anemia Falciforme. A
prevaléncia da coexisténcia com a o-Tal foi de 30,3% e o haplétipo Bantu (CAR) foi
identificado em 89,2%. A incidéncia de AVE foi significativamente maior nas criangas com
AF (27,3% versus 2,3%; p = 0,001) e no sexo masculino (24,1% versus 9,6%; p = 0,044). A
presenca da a-Tal (p = 0,196), do haplétipo CAR (p = 0,543) e fatores socioeconémicos ndo
foram significantemente associadas a ocorréncia de AVE. Conclusdo: O AVE apresenta alta
incidéncia em criangas com AF e em criangas do sexo masculino. Coexisténcia de a-Tal ou
de haplétipos do cluster da beta globina ndo apresentaram associacao significante com AVE.
A heterogeneticidade entre as populacGes previamente avaliadas e a ndo reprodutibilidade
entre estudos indicam a necessidade de realizacdo de novas pesquisas para verificar o papel
desses fatores genéticos no AVE em criangas com DF.

Palavras chave: Anemia Falciforme, Acidente Vascular Cerebral, Marcadores Genéticos, a-

Talassemia, Hapl6tipos
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ABSTRACT

Genetic determinants and stroke in children with sickle cell disease

Shortened title: Stroke and sickle cell disease

Obijective: Verify genetic determinants associated with stroke in children with sickle cell
disease (SCD).

Methods: Prospective cohort with 110 children submitted to neonatal screening by the
Neonatal Screening Program, between 1998 and 2007, with SCD diagnosis, being followed
up at regional public service reference in hemoglobinopathies. The analyzed variables were:
type of hemoglobinopathy, gender, coexistence with alpha thalassemia (a-Thal), haplotypes
of the beta globin chain cluster and stroke. The final analysis was made with 66 children with
sickle cell anemia (SCA), through the chi-square test in the program SPSS® version 14.0.
Results: Among children with SCD, 60% had SCA. The prevalence of coexistence with ao-
Thal was 30.3% and the Bantu haplotype (CAR) was identified in 89.2%. The incidence of
stroke was significantly higher in those with SCA (27.3% versus 2.3%; p = 0.001) and male
(24.1% versus 9.6%; p = 0.044). The presence of a-Thal (p = 0.196), the CAR haplotype (p =
0.543) and socioeconomic factors were not statistically significant in association with the
occurrence of stroke.

Conclusion: Stroke presents great incidence in male children and in SCA. Coexistence with a-
Thal and haplotypes of the beta globin chain cluster did not show any relation that could
associate them with stroke. The heterogeneity between populations previously evaluated, the
non-reproducibility between studies and the necessity of identification of factors associated
with stroke in patients with SCA indicate the necessity of conducting further research to
demonstrate the relevance of genetic factors in stroke related to SCD.

Keywords: sickle cell anemia, stroke, genetic markers, alpha thalassemia, haplotypes
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INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) é a doenca hereditaria monogénica mais comum no
Brasil, ocorrendo predominantemente entre afrodescendentes. O termo DF inclui Anemia
Falciforme (AF) e condicdes patoldgicas em que o gene da hemoglobina S estd associado a
outras hemoglobinopatias hereditérias, tais como SC, S/beta’ e S/beta* talassemia (S/b), SD
Punjab, entre outras®. A AF, causada por uma {inica mutagdo no gene da B-globina, produz
uma diversidade de expressdes fenotipicas nos pacientes acometidos®3. A AF é a forma mais
grave de apresentacdo da DF e para que a doenca se manifeste é necessario que ocorra
homozigose dos alelos B° no gene responsavel pela sintese da cadeia B da hemoglobina,
determinando a formacdo da hemoglobina S (HbSS). A HbSS em condi¢cdes como baixa
oxigenacdo, acidose metabolica ou desidratacdo, se polimeriza alterando a estrutura da
heméacia de forma irreversivel determinando oxigenacdo ineficiente, reacdo inflamatdria
endotelial e toda a complexa fisiopatologia da doenca *4. O processo de polimerizagio leva a
oclusdo vascular que pode desencadear crises algicas, acidente vascular encefalico (AVE),
sindrome torécica aguda, sequestro esplénico, priapismo, entre outras manifestacées.

No Brasil os estudos mostram que nascem 700 a 1000 criangas por /ano com DF 4
6 fazendo com que esta patologia seja um problema de satide publica. Minas Gerais (MG) é
pioneiro no Brasil no diagndstico precoce das DF, com a introducdo do Programa de Triagem
Neonatal do Estado de Minas Gerais (PETN-MG) em marco de 1998. O PETN-MG ¢
coordenado pelo Nucleo de Acbes e Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD) da
Universidade Federal de Minas Gerais, que encaminha os recém-nascidos diagnosticados com
DF para acompanhamento na Fundagdo Hemominas. Entre 1998 a 2007, foram triados em
MG 2.549.097 criangas, sendo que, 188.916 nasceram nas 39 cidades de abrangéncia do

servicgo publico regional de referéncia em hemoglobinopatias - onde este estudo foi realizado -
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0 que representa 7,41% do montante do estado. A cobertura do PETN-MG em 2007 foi de
88,57%, valor este superior em 9,65% a média nacional ).

O AVE é uma das complicacbes mais graves da DF e é responsavel por 20% da
mortalidade entre estes pacientes.?’ De acordo com o Grupo Cooperativo de Estudo em DF, a
incidéncia global do primeiro AVE foi de 0,08 eventos agudos / 100 pacientes / ano em
menores de dois anos; 0,75 em pacientes entre dois e cinco anos de idade; 0,55 entre seis e
nove anos de idade; 0,30 entre 10 e 19 anos; e 0,45 entre 20 e 29 anos. Entre as DF, a
incidéncia de acidentes vasculares cerebrais é de 0,61 para pacientes com Hb SS, 0,17 para
Hb SCe 0,11 e para Sbeta Talassemia.l?’

Atualmente a realizacdo do Doppler transcraniano (DTC), método ultrassonografico
ndo invasivo que mensura as velocidades e alteracdo do fluxo dos vasos intracerebrais, é
considerado uma ferramenta sensivel para a identificacdo de risco para AVE isquémico?.

A relacdo entre AVE, coexisténcia da alfa-Talassemia @ @37 (g-Tal) e os haplétipos
do cluster da Beta globina p° é variavel na literatura. Pesquisas publicadas com dados do Rio
de Janeiro*®, MG ° e Sdo Paulo *° apresentam resultados controversos. Alguns estudos
relatam que a coexisténcia da a-Tal, contribuiria para reduzir o risco de AVE %12, ao passo
que outros néo evidenciaram tal relag&o®*2.

Estes estudos identificaram caracteristicas préprias quanto a frequéncia dos diferentes
hapl6tipos, com grande prevaléncia de individuos homozigotos para o haplétipo CAR e
Benin, refletindo a origem do fluxo de escravos africanos recebidos na época do Brasil
colonia. %14, Na Jamaica e nos Estados Unidos o haplétipo Benin é muito mais frequente do
que o CAR. Tais diferencas genéticas tornam inadequadas generalizacdes dos resultados entre
as regides.

O objetivo deste estudo foi verificar fatores genéticos associados ao risco de AVE em

criancas com DF.
(*) Ministério da Salde. Programa Nacional de Triagem Neonatal. 2009
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METODO

No periodo entre 1998 e 2007, 188.916 criancas nascidas na regido da Zona da Mata
Mineira e Vertentes foram submetidas a triagem neonatal para DF através do PETN-MG.
Neste periodo foram encaminhadas 135 criancas com DF para a instituicdo publica de
referéncia em hemoglobinopatias. Desse total, nove foram a 6bito antes do inicio do projeto,
seis criancas com DF tipo SD e S- foram excluidas e em dez houve perda de
acompanhamento, restando 110 criancas que constituem a populacao deste estudo.

O diagnostico confirmatorio de DF foi realizado através de eletroforese de
hemoglobina em pH alcalino aos 6 e 12 meses de idade, dosagem de Hemoglobina A2 por
cromatografia, imunodifusdo radial para HbFetal e analise molecular do Codon 6 da beta
globina. Foram considerados para inclusdo no estudo, criancas com AF, SC, S/b° e S/b*.

As informacdes clinicas e laboratoriais foram extraidas dos prontuarios médicos, no
periodo compreendido entre a data de cadastro na instituicdo até 31 de dezembro de 2013
(ttrmino do acompanhamento da coorte), permitindo um acompanhamento de no minimo
cinco anos dos sujeitos da pesquisa. As caracteristicas socioecondmicas foram obtidas através
da aplicacdo do questionéario do Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais
Anisio Teixeira (INEP), acrescido de questdes sobre a escolaridade do cuidador e renda
familiar. Em novembro de 2010, foi iniciada a identificacdo dos haplotipos e pesquisa para o-
Tal, apds aprovacdo pela agéncia de fomento através do Programa Para a Salde-
PPSUS/Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG).

A variavel de desfecho foi a presenga de AVE (sim ou nédo). O diagndstico de AVE foi
feito clinicamente (AVE isquémico ou ataque isquémico transitorio) ou por meio de exames
complementares tais como Doppler Transcraniano (DTC) e angioressonancia magnética dos

vasos cerebrais (AngioRM).
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O rastreamento para a presenca de AVE através do DTC tem sido oferecido
anualmente a todas as criangas em acompanhamento de DF, entre 2 e 16 anos de idade,
conforme preconizado pelo Protocolo Brasileiro, desde 2007 em Belo Horizonte, e a partir de
2012, na unidade regional deste estudo. O exame é realizado em todos pacientes com DF,
apesar de ndo haver parametros de velocidades definidos para DF tipo SC e S/beta* . A
determinacédo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas grandes artérias do Poligono de
Willis foi baseada nos critérios do estudo “Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia”
(STOP) 1.

Os resultados do DTC foram estratificados de acordo com a classificacdo proposta
pelo estudo STOP, acrescentando-se a recomendacao de se incluir a velocidade méaxima
média (VMM) em uma das artérias cerebrais anteriores > 170 cm/s como também
representando risco elevado de desenvolvimento de AVC isquémico®®. As principais artérias
insonadas foram: cerebrais médias e suas bifurcacdes e carétidas internas distais. A
confirmacéo de teste anormal (risco alto) foi feita por dupla repeticdo do exame com intervalo
de uma a quatro semanas. Criangas confirmadas como de alto risco para desenvolvimento de
AVC isquémico foram encaminhadas para tratamento preventivo primario do evento com
regime de hipertransfusdo. No momento da realizacdo dos DTC ndo havia criangas em terapia

transfusional de troca nem em tratamento com hidroxiureia.

Os fatores genéticos considerados na analise foram:

1. tipo de DF (AF ou as demais: SC, S/b° e S/b* talassemia) com diagndstico
confirmado por metodologia descrita acima;

2. sexo (masculino ou feminino);

3. presenga ou auséncia da mutagdo para o gene da o-Tal;

4. identificacdo do haplotipo (CAR ou ndo CAR).
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Para a determinagdo da mutacdo da delegdo para a-Tal e hapldtipos foram coletados 5
ml de sangue total em tubos com etilenodiaminotetracético (EDTA) durante a rotina
laboratorial de acompanhamento de DF. A extracdo e quantificacdo do DNA gendmico foi
feita através do kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) e Invitrogen®,
USA, com as enzimas de restricdo (Ddel, New England BioLabs Inc.) de acordo com
instrucdes do fabricante. As andlises foram realizadas no laboratorio de Pesquisa da
instituicao.

A identificacdo dos haplotipos foi realizada através de técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e anélise de polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP),
de acordo com protocolo de Sutton'®. Para as reacdes de PCR e pesquisa de mutacio e
delecdo o7 foi utilizado kit comercial (QIAGEN® Multiplex PCR kit). A identidade de cada
delecdo foi obtida pela determinacdo do tamanho do fragmento amplificado em cada reacéo.
Visto que qualquer uma das dele¢des remove parte ou todo o gene a-2 globina, sua
amplificacdo, juntamente com a amplificacdo de um alelo de delecdo, indica que a mutagéo se
encontra em heterozigose. Como controle positivo para o sucesso da amplificagdo do DNA,
foi utilizado um segmento de 2.350 pb, referente a regido 3 ndo transcrita do gene LIS 1 (fator
plaquetério), localizado no cromossomo 17p13.3. Nao foram pesquisadas outras mutacoes,
considerando que no Brasil a delegdo que leva a a-Tal é do tipo G °,

As sequéncias dos iniciadores foram conferidas com as informagdes disponiveis no

NCBI utilizando a ferramenta BLAST (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Além dos fatores genéticos descritos, foi verificada a associagédo entre HbFetal e AVE.
A concentragéo relativa de hemoglobina fetal no lisado de Hemacias foi determinada aos 5
anos de idade e seu valor estratificado conforme Steinberg'’, em HbFetal > 10% ou HbFetal <

10%.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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As criancas e responsaveis foram previamente esclarecidos sobre a importancia deste
estudo, e autorizaram sua participacdo através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre Esclarecido.

A andlise estatistica das associacOes foi feita com aplicacdo do teste Qui-quadrado
considerando-se um nivel de significAncia de 5%, no programa SPSS Statistics® 14.0 (IBM
Corporation, Somers, NY, EUA).

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em 09/10/2009 sob N° 245
e encontra-se em consonancia com o estabelecido na Resolugdo 466/12 Conselho Nacional de

Salide/MS e com o Cadigo de Etica Médica de 1988 (Artigo 122 a 130).

RESULTADOS

Das 110 criangas, 52,7% eram do sexo masculino. A idade média ao final do
acompanhamento foi de 11,2 anos, com desvio padrdo de 2,84.

Da populacdo do estudo, 60% eram portadores de AF, 33,6% apresentavam gendtipo
SC e 6,4% eram portadores de S/beta Talassemia (2 criangas com S/b° e 5 com S/b*). A
incidéncia de AF foi de 1 caso para cada 2857 criangas nascidas vivas e 1 caso de DF tipo SC
para cada 5128 nascidos vivos. A renda familiar foi de até 2 salarios minimos em 72,8% dos
casos e a escolaridade da mae, principal cuidadora, atingia o ensino fundamental completo em
60,9%.

A identificacdo dos haplotipos evidenciou a presenca do gene CAR na maioria dos
pacientes (89,2%), refletindo a origem da populagédo afrodescendente avaliada neste estudo.
Houve a presenca de genes atipicos como Senegal e Camardes, anteriormente sé descritos na
regido nordeste do Brasil. N&o foi possivel definir o haplétipo apenas em 1 crianca. Sete
criangas (6,4%) néo realizaram o exame genético, devido recusa ou ndo comparecimento para
coleta de amostra dentro do prazo estipulado para a pesquisa. Das 66 criancas com AF, 89,4%

expressam pelo menos 1 alelo CAR (Tabela 1).
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Tabela 1: Haplétipos identificados nas Criancas com AF

Andlise da Cadeia Beta Globina Frequéncia %
CAR CAR 35 53

CAR BEN 20 30,3

CAR SEN 1 1,5

CAR ATIP 3 4,5

ATIP ATIP 1 1,5

N&o realizado 6 91

Total 66 100

A analise de delecGes do gene da a globina evidenciou incidéncia da a-Tal em 30,9%
dos individuos. Foram identificados 26,4% de criancas com delecdo de 1 gene e 4,5% com
delecdo de 2 genes. Na nossa populacdo ndo foram identificadas criancas com delecdo de 3
genes. Em relacdo a AF, 22,7% das criancas possuem a delecdo de 1 gene e 7,6% tém delecéo
de 2 genes para a-Tal.

Foram identificadas 19 criancas com AVE, o que representou uma incidéncia de
17,2%. Destas, 3 casos foram identificados através da RM realizada apds manifestacéo clinica
de acidente vascular cerebral. Dezesseis casos foram identificados pelo DTC, 13 dos quais foi
evidenciada elevacdo das velocidades do fluxo cerebral e areas de isquemia cerebral
identificadas na AngioRM cerebral. O aumento da velocidade do fluxo da artéria cerebral
média D e sua estenose foram as a alteracGes mais prevalentes (8 casos). A incidéncia de
AVE entre as criangas com AF foi de 27,3%. N&o h& nenhum caso de AVE entre as criangas
SC e S/b*. A idade média do primeiro episodio de AVE foi de 7,7 anos, com minima de 6
meses e maxima de 15 anos.

A Tabela 2 descreve os fatores associados a presenca de AVE. Na amostra analisada
somente uma crianca com S/beta’ talassemia manifestou AVE. Criancas com AF tem 12

vezes mais risco de ter AVE do que as que tém outros tipos de DF (p = 0,001). A incidéncia
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de AVE entre os meninos foi de 24,1%, contra 9,6% entre as meninas (p= 0,044). Os demais

fatores ndo apresentaram associacéo significante com AVE.

Tabela 2: Frequéncias dos fatores associados a AVE em individuos com DF

Frequéncia absolutae  Frequéncia absoluta e

percentual nas percentual de presenca
Fatores variaveis de AVE Valordep
N % N %
Tipo de Hemoglobinopatia 0,001
AF 66 60 18 27,3
S/beta’, Sheta*, SC 44 40 1 2,3
Sexo 0,044
Feminino 52 47,3 5 9,6
Masculino 58 52,7 14 24,1
Alfa Talassemia @ 0,164
Presente 34 32,1 3 8,8
Ausente 12 67,9 14 19,4
Haplotipos @ 0,116
CAR 91 89,2 17 18,7
Nao CAR 11 10,8 0 0,00
Hemoglobina Fetal 0,293
(>10%) 46 41,8 10 21,7
(<10%) 64 58,2 9 14,1
Renda Familiar ® 0,432
Até 2 SM 80 74 12 15
>2SM 28 26 6 21,4
Escolaridade Mé&e ® 0,329
Fundamental Incompleto 41 38 5 12,2
Fundamental Completo 67 62 13 194
Escolaridade Pai ® 0,491
Fundamental Incompleto 56 51,8 8 14,3
Fundamental Completo 52 48,2 10 19,2

@ Realizados 106 exames para alfa-tal e 102 para identificacdo de hapl6tipos.

® Aplicados 108 questionarios socioecondmicos.
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Criancas com AF sdo mais susceptiveis ao AVE. Por esse motivo, esse grupo foi
considerado para verificacdo de associacdo de AVE com os demais fatores. Os resultados
apresentados na Tabela 3 mostram que apenas a varidvel sexo apresentou associacao

significante com o desfecho (p = 0,042).

Tabela 3: Frequéncias dos fatores associados @ AVE em individuos com AF

Frequéncia absoluta e Frequéncia absoluta e
percentual nas categorias  percentual de presenca  Valor de
Fatores
dos fatores de AVE p
N % N %
Tipo de Hemoglobinopatia
AF 66 100 18 27,3
Sexo 0,042
Feminino 28 42,4 4 14,3
Masculino 38 57,6 14 36,8
Alfa Talassemia @ 0,196
Presente 20 30,3 3 15
Ausente 43 65,2 13 30,2
Haplétipos © 0,543
CAR 59 89,4 16 27,1
N&do CAR 1 15 0 0,00
Hemoglobina Fetal 0,214
(>10%) 41 62,1 9 22
(<10%) 25 37,9 9 36
Renda Familiar ® 0,593
Até 2 SM 49 74,2 12 24,5
>2SM 16 24,2 5 31,3
Escolaridade Mé&e ® 0,854
Fundamental Incompleto 18 27,3 5 27,8
Fundamental Completo 47 71,2 12 25,5
Escolaridade Pai ® 0,591
Fundamental Incompleto 27 40,9 8 29,6
Fundamental Completo 38 57,6 9 23,7

(@ Realizados 63 exames para alfa-tal e 60 para identificagio de hapldtipos.

® Aplicados 65 questionarios socioeconémicos.
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DISCUSSAO

A complicacdo mais severa na AF é o AVE, sendo uma das principais causas de morte
tanto em criangas quanto em adultos Apesar de ter alta incidéncia, as causas e fatores que
aumentariam o risco de AVE ndo sdo completamente conhecidos. Vérias linhas de evidéncia
sugerem que uma assinatura genética poderia influenciar o desenvolvimento de AVE e o
efeito combinado destes genes pode afetar a gravidade da DF. 269151819

Flanangan et. al. demonstraram uma associacido significativa entre o-Tal, 0S
polimorfismos genéticos SNPs (single-nucleotide polymorphisms) ADCY9 rs2238432 na
reducdo do AVE; 3 SNPs (ANXA2 rs11853426, TEK rs489347 e TGFBR3 rs284875) foram
significantemente associados ao aumento do risco de AVE; a deficiéncia da glicose 6 fosfato
desidrogenase e os hapldtipos ndo foram relacionados ao aumento ou reducdo do risco.
Belisario et al descreveram aumento do risco de AVE em pacientes que expressam o TNF-
alpha (-308G>A), ndo evidenciaram associacdo significativa com a expressdao do
polimorfismo VCAM-1 (c.1238G>C) e associaram a a-Tal com redugdo de AVE. Tais
resultados sugerem que a associacdo entre AVE e polimorfismos permanece
controversal91%2922_ Neste trabalho foram estudadas as associagdes ente AVE, a-Tal e
hapl6tipos e ndo foram encontrados resultados significativos o que poderia ser decorrente do
tamanho reduzido da populagéo do estudo. No nosso estudo ndo houve relato de AVE entre as
criancas portadoras de DF tipo SC e S/beta+ Talassemia, dados consoantes com o Grupo
Cooperativo de Estudo em DF 1.

Cabe ressaltar que a populagdo desta pesquisa € constituida por todas as criancas
diagnosticadas com AF (n = 66) na area de abrangéncia da instituicdo de satde que engloba
uma populacéo de 730.264 habitantes (CENSO IBGE 2010). Sarnaik e Ballas'! enfatizaram a

importancia de estudos multicéntricos com um grande nimero de pacientes, com e sem AVE,
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para determinar a implicacdo da pesquisa de marcadores genéticos na morbimortalidade na
DF.

A incidéncia de AF, neste estudo, foi de 1 caso para cada 2857 nascidos vivos e 1 caso
de DF tipo SC para 5128. Segundo o Ministério da Saude, a incidéncia de DF detectada nos
PETN foi: Bahia: 1:650, Rio de Janeiro 1:1.300, Pernambuco, Maranhdo, MG e Goiés:
1:1.400, Espirito Santo 1:1.800, Séo Paulo 1:4.000, Rio Grande do Sul 1:11.000, Santa
Catarina e Parana 1:13.500 *°,

Bezerra et al. ® caracterizaram geneticamente uma coorte de 74 criangas com AF em
Pernambuco e demonstraram que aproximadamente 65% dos pacientes apresentaram o
haplotipo CAR / CAR, uma frequéncia maior do que as de outros estados na regido nordeste
do Brasil e superior aos 53% encontrados em nosso estudo. Nesta pesquisa ndo foi
identificado o hapl6tipo Benin/Benin entre as criancas com AF, resultados semelhantes
encontrados no Rio de Janeiro 3%, Relatos anteriores mostraram que os haplotipos estdo
associados com um aumento do risco de AVE 2227 De acordo com os nossos dados, a
presenca do hapl6tipo CAR (presente em 89,2%) nédo foi associada ao desenvolvimento de
AVE. Nossos resultados sdo semelhantes aos de Flanangan et. al. 22 e Loghetto® que nio
encontraram correlagdo significante entre os haplétipos e AVE. Domingos et.al. 12 em 2011
estudaram populagdo de Pernambuco diferente da de Bezerra et al.°>, com 261 pacientes, sendo
67 deles com AVE e ndo verificaram associacdo entre os haplétipos com AVE.

No Brasil, o tipo de delecio que leva a a-Tal é quase que exclusivamente a do tipo 37
° A incidéncia de a-Tal encontrada nos individuos com AF nesta pesquisa foi de 30,3%,
considerando delegdo de 1 e 2 genes. Estes dados foram semelhantes aos encontrados em
Salvador (28,2%) e superiores aos de Figueiredo, que encontrou 18,8% em S&o Paulo.*®

Vérios  estudos'?'®22  mostraram efeito preventivo de a-Talassemia no

desenvolvimento de AVE em criancas com AF. Belisario et. al. % Hsu et. al. 1° relatam que a
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frequéncia de a-Tal foi significativamente maior em pacientes com AF sem alteracdes ao
DTC, sugerindo protecdo molecular no desenvolvimento de AVE. Diferentemente, em nossa
analise estes marcadores ndo apresentaram associacao significante com risco de AVE,
resultados encontrados também por Silva Filho'® e Sommet et al®. Estes achados sugerem uma
possivel heterogeneidade genética entre populaces, o que poderia justificar as diferencas
entre os resultados dos estudos. O manual de conduta e manejo de DF “Evidence-Based
Management of Sickle Cell Disease” do National Institute of Health (NIH), publicado em
2014 nio orienta o rastreio genético para a prevencio de AVE %,

Os fatores socioecondmicos, como renda familiar e escolaridade do cuidador, sdo
descritos como riscos de vulnerabilidade social e determinantes de maiores agravos a saude da
populacdo com DF 3227-2 Tajs relagbes ndo foram observadas neste estudo. Em MG, a
implantacdo da politica de atencdo integral ao paciente com DF propicia um atendimento
continuado e multidisciplinar, o que pode ter impactado positivamente, reduzindo os efeitos
socioecondmicos sobre o manejo da patologia. (www.cehmob.org.br). ¢

A incidéncia de AVE foi significativamente maior nas criangas com AF e no sexo
masculino, dado ja identificado no International Pediatric Stroke Group.>® A pesquisa da
coexisténcia de presenga de a-Tal e haplotipos neste estudo ndo evidenciou a correlacdo na
génese ou na prevencdo do AVE. A heterogeneticidade entre as populacdes previamente
avaliadas, a ndo reprodutibilidade entre estudos e a necessidade de identificacdo de fatores
associados ao AVE em pacientes com AF evidenciam a importancia de realizagdo de novas
pesquisas, considerando esta patologia tratar-se da doenga monogénica mais prevalente no

mundo e ser uma questao de saude publica.

(**) Centro de Educacéo e Apoio para Hemoglobinopatias-MG. www.cehmob.org.br
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os recentes avancos na compreenséo da fisiopatologia da doenca falciforme trouxeram
contribuicdes importantes para a abordagem de complicacbes graves como o acidente
vascular encefalico. O conhecimento de fatores de risco como determinantes genéticos de
hemolise acentuada, e deteccdo de risco elevado para o AVE isquémico pelo DTC podem
nortear as estratégias para modulacdo da doenga e a reducgdo das lesbes a 6rgaos nobres como

cérebro, rins e pulmdes.

O presente estudo pretende constituir-se em fonte de dados referentes a frequéncia dos
haplotipos BS e prevaléncia de a-Tal em pacientes com doenca falciforme em Minas Gerais
associando-se aos estudos pioneiros de BELISARIO (2010). A identificacdo dos haplotipos
BS e a investigagdo dos gendtipos de a-Tal poderdo ser utilizados como marcadores
prognosticos da doenca em associagdo com outras caracteristicas clinicas e hematoldgicas.
Adicionalmente, estas informacdes podem ser Uteis no estudo de populagbes, origem e
evolugdo humana. Na populacdo estudada nesta pesquisa, das 110 criangas, 52,7% eram do
sexo masculino e a idade média ao final da pesquisa era de 11,2 anos. O diagndstico de
Anemia Falciforme foi identificado em 60% dos casos, 33,6% possuiam o genétipo SC e

6,4% eram portadores de Shetatalassemia.

O Brasil possui diferencas regionais significativas na distribui¢do dos haplétipos BS,
que pode ser explicada pela origem dos escravos africanos que desembarcaram em cada
regido durante o periodo colonial. Durante os anos de 1514 a 1866, aproximadamente 4,9
milhdes africanos vieram para o Brasil. Para o estado da Bahia, vieram escravos
principalmente da Baia de Biafra (cerca de 47%) e da regido centro-oeste da Africa (cerca de
45%), onde os haplétipos Ben e CAR predominam, respectivamente. Em contraste,
aproximadamente 86% dos escravos que desembarcaram no Rio de Janeiro vieram da regido

centro-oeste da Africa. Esses dados explicam o pequeno predominio do hapl6tipo Ben em
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relacdo ao CAR no estado da Bahia e o predominio absoluto do haplétipo CAR no Rio de
Janeiro. O haplotipo Sen, encontrado no Pard e Amazonas e incomum em outras regides,
certamente é derivado de escravos embarcados na Senegambia. De acordo com dados
historicos, o0 estado de Minas Gerais recebeu escravos desembarcados no Rio de Janeiro e
Salvador. Nosso estudo esta em concordancia com esses dados histdricos, que sugerem ainda
uma ligeira predominéancia de escravos vindos do Rio de Janeiro para a regido de Juiz de Fora
(MG). A identificacdo dos haplétipos evidenciou neste estudo a presenca do gene CAR em

89,2% das criangas.

No Brasil, a prevaléncia de a-Tal se relaciona diretamente com as diferentes etnias
estrangeiras que formaram e compOem a populacdo de determinada regido. A delecdo
causadora de a-Tal em todos os estudos realizados no Brasil foi a do tipo -a 3.7
(CANCADO,2006). Estima-se que na populacdo afrodescendente, essa frequéncia pode
alcangar 20% a 25%. A a-Tal € uma das hemoglobinopatias de diagndstico mais dificil pois o
diagndstico molecular é a Unica forma de confirmar o gendtipo e diferenciar os tipos de
delecdo que a causam. No Brasil, poucos estudos estimaram a prevaléncia de a-Tal em
individuos com DF e menos estudos ainda avaliaram os efeitos advindos da interacdo da
mesma sobre dados clinicos. A prevaléncia de a-Tal do tipo -o >7, em heterozigose ou
homozigose, atingiu 30,9% das criancas neste estudo. A avaliagdo dos niveis de Hb Fetal

evidenciou que 58,2% das criancas tinham concentra¢do de Hb fetal abaixo de 10%.

Em relacdo aos fatores socioeconémicos estudados foi identificado que a mée é a
principal cuidadora, com nivel de escolaridade até o ensino fundamental em 60,9% das

familias com renda mensal de até 2 salarios minimos (72,8%).

No nosso estudo a incidéncia de AVE foi de 17,2% e significativamente maior nas

criancas com AF (27,3%) e no sexo masculino (24,1%). A pesquisa da coexisténcia de
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presenca de a-Tal e hapldtipos neste estudo ndo evidenciou a correlacdo na génese ou na
prevencdo do AVE (p =0,164 e p=0,166 respectivamente). Ressalte-se que a amostra de
criancas proveio de uma unica fonte de diagnéstico (PETN-MG) e o acompanhamento seguiu
0 mesmo protocolo de tratamento num unico ambulatério (Fundacdo Hemominas), o que
reforca as conclusdes do estudo. Uma limitacdo deste estudo foi a utilizacdo de registros
médicos como fonte de dados retrospectivos, considerando que esses registros foram gerados
para acompanhamento clinico e ndo para realizacdo de pesquisa e ao tamanho limitado da

amostra.

Outros polimorfismos em diversos genes vém sendo identificados como marcadores
de gravidade, mas nenhum, isoladamente, prediz, com seguranga, 0 progndstico da DF.
Destaca-se a necessidade de estudar outros fatores moduladores que possam ser utilizados em
conjunto para definir subfendtipos da doenga, e assim, poderem ser utilizados como
ferramenta clinica no acompanhamento dos pacientes. A ideia de que outros genes possam
afetar a evolucdo clinica dos pacientes com DF ndo é nova, mas a identificacdo destes genes e
encontrar provas de seu envolvimento tem sido dificil. Novos estudos, por exemplo, usando a
rede Bayesiana podem ser ferramentas inovadoras e Gteis neste tipo de pesquisa, trazendo

conhecimento adicional sobre como tratar essa doenca tdo grave.
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ANEXO A - Metodologia de coleta para o teste do pezinho adotada pelo Nupad/UFMG

O teste do pezinho deve ser realizado em uma sala ou ambiente tranquilo e é importante que os pais sejam
orientados sobre a finalidade deste teste. Para a realizacdo da triagem neonatal, ¢ fundamental que a equipe de
salde esteja treinada e que todo o material necessario esteja disponivel. O “Manual de Organizagdo ¢ Normas
Técnicas para Triagem Neonatal” produzido pelo NUPAD (1998) contém todos os procedimentos técnicos e
administrativos relevantes. Este manual é referéncia para a Hemominas. Os materiais necessarios para coleta do
teste do pezinho sdo: luvas de procedimento, recipiente com alcool a 70%, pacotes de gaze esterilizada ou
algoddo, lancetas esterilizadas descartaveis e com ponta triangular, envelopes com papel filtro, pregadores de
roupa, caneco de aluminio (capacidade de 1 litro), ebulidor elétrico ou fogdo, bolsa de agua quente (20 x 25cm) e
garroteador de borracha (0 mesmo para puncao venosa). Este teste deve ser realizado da seguinte forma:

1) Registro dos dados: Antes da coleta deve-se preencher os dados da crianca, com letra legivel e sem
abreviaturas e com caneta esferografica no livro de registro, no envelope branco e no papel filtro. Se a crianca
ainda ndo tem nome, colocar: recém-nascido de (nome da mae). Os seguintes dados sdo necessarios: nome
completo, endereco completo; data de nascimento, data da coleta, Unidade de Saude e codigo da Unidade.

2) Aquecimento do pé do recém-nascido: Ferver % litro de 4gua, com ebulidor ou no fogéo e acrescentar %2
litro de agua da torneira. Esta mistura atinge em média 53° C e ao ser colocada na bolsa, reduz para 44°. Antes
de se colocar a mistura na bolsa, verificar se a mesma esté fria. Retirar todo o ar da bolsa, para facilitar sua dobra
ao ser colocada no pé do bebé. Conferir com a méo se a temperatura ndo estd muito excessiva. Manter o pé a ser
aquecido coberto com uma peca fina (meia, sapatinho) e o outro também. Dobrar a bolsa de modo a envolver o
pé, fixando-a com um garroteador de borracha ou elastico. Deixar a bolsa de agua quente por 5 minutos. Manter
a crianca com o pé abaixo do nivel do coragdo. Este procedimento sé deverd ser realizado quando necessério e
sob atenta supervisdo de todos os passos, a fim de evitar queimaduras no pé da crianca.

3) Posicdo e Antissepsia: A mée ou pai deve ficar em pé e segurar a crianca em posi¢do vertical (de arroto)
ou inclinada (de mamada). O técnico deve estar sentado e proximo a mesa com o material. Apos retirar a bolsa
de 4gua quente, realizar a antissepsia com alcool a 70% embebido em algodao ou gaze.

4) Puncdo - local e técnica: Lavar as méos e calcar as luvas de procedimento. Envolver o pé e o tornozelo da
crianca com os dedos indicador e polegar, deixando exposta apenas a area do calcanhar a ser puncionada. A
pungdo deve ser feita em uma das areas laterais da regido plantar do calcanhar, para evitar atingir o 0sso
calcaneo. Apds a antissepsia e a secagem do alcool, penetrar toda a porcéo triangular da lanceta (ponta) no local
escolhido, de modo a realizar um pequeno corte, pouco profundo. Fazer suavemente com a lanceta, um
movimento de rotacdo para a esquerda e para a direita, para alargar o corte. Retire com algoddo seco ou gaze a
primeira gota que comeca a se formar. Aguarde a formacdo de uma grande gota. Fazer uma compressao leve
com os dedos indicador e polegar envolvendo o calcanhar, seguida por uma descompressdo. Esta manobra visa
aumentar a circulacdo sanguinea e obter uma boa gota. Caso ndo sejam obtidas gotas suficientes apds todas as
manobras recomendadas, pegar outra lanceta e puncionar outro ponto do mesmo pé. Apds cada puncdo deve-se
desprezar a lanceta.

5) Obtencdo da gota: Assim que a gota se formar, aproximar o papel-filtro da mesma, encostando-a no meio
do circulo do papel. Caso ndo se obtenha uma gota de bom tamanho, deve-se conseguir outra gota e coloca-la

exatamente em cima da primeira, nunca nos lados. Nao se deve colocar mais de duas gotas no mesmo circulo.
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Verificar se 0 sangue preencheu todo o circulo e se esta visivel no verso do papel-filtro. Ap6s preencher um
circulo com até duas gotas, passar para o circulo seguinte, repetindo todas as manobras. Ap6s a coleta, colocar a
crianga deitada, levantar o pé que foi puncionado e comprimir levemente o local com algoddo ou gaze.

6) Secagem: Logo apo6s a coleta, o papel-filtro deve ser colocado para secar em temperatura ambiente e em
local arejado, por um tempo minimo de trés horas. Ndo colocar o papel-filtro na geladeira imediatamente apés a
coleta. A secagem deve ser feita sempre com o papel-filtro na posi¢do horizontal, utilizando-se suporte com
haste de metal ou pregadores de roupa. Apds a secagem, colocar o papel-filtro dentro do envelope branco que
contém a identificacdo da crianga. Os envelopes podem ser guardados em geladeira ou a temperatura ambiente
por no maximo trés dias.

7) Conservacao e viabilidade das amostras: Os envelopes com as amostras devem ser guardados na geladeira
(no meio ou parte baixa), dentro de um recipiente tampado (caixa de isopor ou de plastico), cobrindo-se os
envelopes com uma toalha de papel para reter a umidade e evitar molhar as amostras.

8) Remessa das amostras: A remessa dos envelopes para o laboratério deve ser feita pelo menos duas vezes
por semana. Deve-se destacar a importancia da agilidade no transporte dos exames, considerando-se que 0
diagndstico e tratamento precoce das hemoglobinopatias e outras doencas pesquisadas, evitara sequelas futuras.

9) Entrega dos resultados: Os resultados devem ser entregues em um prazo de trés dias Uteis apds seu
recebimento. Os resultados alterados sdo comunicados a Unidade de Salde imediatamente apos sua detec¢do
pelo laboratério. Cabe a equipe da Unidade de Salde, a responsabilidade de fazer a busca ativa da crianga com
resultado alterado e encaminhé-la para a consulta especializada na Fundagdo Hemominas (Doengas Falciformes).

10) Aconselhamento dos pais: A orientacdo dos pais sobre resultados alterados do teste do pezinho, as
doengas diagnosticadas (Hipotireoidismo, Fenilcetoniria e Anemia Falciformes) e o aconselhamento dos pais
sobre criancas portadoras de trago falciforme (possibilidade de filhos com a doenca) deve ficar a cargo do
pediatra ou enfermeiro da Unidade de Salde. As equipes poderdo utilizar como material de referéncia para as
orientagbes aos familiares os documentos técnicos do NUPAD/UFMG, encaminhados a todos os Centros de

Salde.
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ANEXO B - Documento com o resultado da triagem neonatal

NUCLEO DE ACOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO — NUPAD/FMUFMG

NO

COMUNICAGAO DE: RESULTADO DE 12 AMOSTRA ALTERADA

Referente a:
Nascimento:
Endereco:
Telefone:

Unidade de Salde:

Data de Coleta:

Chegada ao NUPAD:

Cadigo:
SAME:
Municipio:

RESULTADO:
Tipo de . . Resultado Resultado Anterior ;
C0|eta T|p0 de Exame MetOdo Atual Coletado em: Valores Normals
TSH Neon. ELISA Até 10 mUI/L (triagem)
Acima de 80 nmol/L
T4Total Neon. ELISA (triagem)
Papel Phe (PKU) FLUOR. Até 240 pmol/L (triagem)
Filtro
T ELETROFORESE
HAnallTeer FOCALIZAGAO
emoglobinas ISOELETRICA
IRT (Tripsina
Imunoreativa ELISA Até 70 ng/ml (triagem)
Neonatal)
Técnico: | Roberto Vagner Puglia Ladeira Data do Resultado:

Providéncias:

-Encaminhar crianca para consulta médica

Dr. Otto G. Mourao
CRM MG 2.089
Resp.Técnico

Dr. José Nélio Januario
CRM MG 10.059
Diretor

COMUNICADO COM O MUNICIPIO/CENTRO DE SAUDE

Em: ....... /....... R

Meio de Comunicagéo:

Por:

Mensagem recebida no municipio por:

CONSULTA MEDICA: [__JHC [ __|HEMOMINAS [ _JOUTRO HEMOCENTRO [ __|TESTE DO SUOR

Dia: ... .....l.......

Hora: ...

Local: .......

Médico: ...
Técnico: ..




ANEXO C - Ficha Primeira Consulta

Pregrama Estasua’ da Triagem Neonatal d2 Minas Gerals ! UFMG / Fazadade do Madlzina J
Nicleo de Fesauisa o Apois Dingnéstico - Nupad / Fundagia Hemominas

- 1* CONSULTA

Relutério #o pedistr

Oustru

Encamichade parn Hemocentoo do Interior Gual

Eatudo familar

Pt 0 gy b Horario,
Fet: Comunicagdo de * N30 corpuraci=ento Motia
Nowve: Cats de Huscmento:
Protit. do Hemorinus Cadigo NUPAD: Sexx Masculing [ Femining
Fesutado da Thage Neomatal =b Com L2uco Falo Melsno
Histlria Gestacional
Temipo de gestagiicx HETARMS G A
Farta: [ Normal Cosdrea Fércepo Sofrimento agudc Sofrimente crdnice
Iamorércan: Infecedc Bolen rota; hores CHEG Qutne
Ferodo Neonatsdl
Feac manc L¥] AN nanc m Apgar ¥ Glericin nfacgio
Elete HY (Focsl 2az30 ‘aoeétrica) Andiice de ONA
Amentazido
Histéria Familar
Nlmero de ymice
Anerils Diabetes Cardiopatin Hpertersio AnTa
Cutea
Exarme Floico
Dasa — Feoo <5 Ao ™ e cm
Mucosan Loradns Hopocomaday ' 44 etarda; Sm
Fetowcops
COONG
AR
ALY
Abdome:
Hepatomegalie cm RCD Eapenomegula- e RED
AGL:
SN,
Al
Histdrs socked;
Disgndstico: 1SS 1SC SP- tulussemnin  Ovtres
Conduts: Orientagio aos pas Inkinr Addde fdlke [miclar vassd o
Anticticotersrin: Per-v-ora Pemzetac) Edtromicna

Vaclhawmés | mds | més

mis | més

NG

o

Subin

Heméf loa

Solrurpo

Hepstite B

MV

Fresmovax

ONtrns vac nus

RETORNO:

Lata —

b

HordAo: Loca:

MWHMW/
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ANEXO D - Ficha de Contra Referéncia

FICHA DE CONTRA REFERENCIA - DOENCA FALOFORME (PETN-MG)

Hordrao:
“Consuita

Ot
Rt Coman\cagdio da

Retorno . Ndo comparagmanto  Motivo!

Fragrama Estadusl d6 Triagsm Neonatal de Minas Gera's [ UFMG ! Faculdads ds Mealcira |
Nideo de Fasguing em Apoio Diagndetico - Nupad [ Furdagile Hemomiras

Nome:
Sexo. I Masculng ) Femining Cédiso NUFAD:
Reeultado da Triagem Neonatad: Hb.
Faoo (naac. )
Hb basat

Diagnéstico:  Doenga FalcFanme
4 Estatura (nasc). ar  PC(nasz) cm
gldl  Total ds Leucocos basal: {opardo definidos)
EVENTOS OCORRIDOS APGS A CLTIMA CONSULTA:

1. Criss dlglca: Nz Sim

Localzagia

Duragio

Dato de nascimento
Pront. do Memominae:

Outran Hewcqlobincpatias

Necessitou interagio? Nio Sim  Hosoriat

Analadsicos: Niio Sm  Gual

Vi dz sdminstrazdo: Oral Farenteral

Automedicadc Servigo Médco  Quat

Locolzagio Duragho

Curngia hs

Necasstou Internadc? Sim NBs  Hospal

Analadsicos: Nio Sm  Gual

Vix de aaministrazio: Orad Faremtaral
Autcmedicaso Servigo Médco  Qual

2. Seqlisstro cepinico: Nio L &m

Internaglo: Hospital

Dot ] L

3. Esplenoctomia: | | Nio Sim

Hoapital
r

Date: L 0

4. infecglen: Nilo &m
Freuvcela Seome Meving=e
Nececeitou Miermagdo? 1 Sim No

Cateamieite | Gaetroentedts | Cutrue

Moepital:

MOTVE

Uea de amtisifticos: Nio S Qual

Cloervagdes:

[T [ —

5, Trfuslie:  Nic Sim  Quertas?

e Locat
Locat Dutw I o Lol

Dutee

Catar, [

EXAME FISICO: o

Estatora PC om

E '?mfrcr'u

AR ALY
AU 5N:

AD: COONG

Flaada. o (rebordo cootal diceito), cm (apindice xitfids) Bage:

YoM

om {redordo conta eog.)

HMCM:

EXAMES LABORATORIAIS:  Data: i / Kk gidl Mz

G ma® Bo b2 M L Teeze da Falkc.

Maguetae_______ /mm3 Retic T HbFetal:
ESTUOO FAMLIAR: (HB) "t A3 i
Restzado sm: Hemoosntro L Rupsd Outrp Leboratdce 036

%{ace 2ance),_______N{ace 5 anos)

Adesdio so Protocdo:  Jso de Ax Félon Sim ONSo O lerepdar
Joo de Antindticon: Sim NEo Irrrauln-
Yacnagio Sim Nio Imegdar
Orientagles: Mante sclde féica: - Sim Nie
ntarvorsults:

Manter perticiinoterasa: [ Sk
Exames:

Nio

Conduta Médics Alts
| Astespranthamento conforme protaccio gy Doenga Falcforme

Resorre [:" e in (R clivica de culrse Hemoglodnopating

Médco. Hemocentro:

Municlpio:

borar Local:

\mom Pt L/
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ANEXO E - Termo de cooperacao

;Q

R'R' HEMOMINAS

TERMO O COOPERAGAD 009 5 07

TERNO DE ooorsw;zo MOTUA ENTRE CELESRAM
UNIVERSDADE FEDERAL DE m u FORA £ A mmclo CENTRO ne
HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE MINAS GERAIS - HEMOMINAS, ATRAVES
DO HEMOCENTRO u:amu. 3 :uz 23 mou PARA COORE! MITUA
WISANDO A INTEGRAGAD DE ESFORGOS NO CAMPO CE HEMATCLOGIA E OF
HEMOTERAPIA, NO  TRATANENTO Of  PACENTES COM  PATOLOGIAS
HEM&O@C&S E NA FORMAGAC DE RECURSTS HUNMANGS PARA O SERWED
DE SAUDE.

POl presesis nsYumesto, do um B a Universidede Fedand de Julz do Fora, com

tode 3 Rud Berjormes Coratast, n.® 790, em Jutr de Forn, issits e CNPJ sch & n® 21.105.765000150, naste ato
PO seu Ralze, Se. Herrigue Duzue de Meansa Charss Filho, Brcdlein, casids, portador da CL 02 M-

17.550 SSAMG, ¢ do CPF n* 112,798.506-20. Foderal do Jelz de Fora, o9 outro.
Fundagho Ceno de Mamaiobogla Hemowknapia 0o Minas Geras, com sode & Rus Grdo Fod, rf 282, Bakeo Sartn
ENgénb, om Beby Horzonle, indcdta ne CNPJ scb o n® 28588 310V0001.00, Insc  Estadu 0.° CE2.779.221.0051,

neste 0 raprasentada cor sus Prcidestn. Drs, Arcs Batars an Fratas Camelno Brssdiaing, sddica, CRM n*
12274, CPF n* 51779113647, 1. 2% MIT0.700 SSPMG, NEW we 0
gk

CLAUSULA PRIMEIRA - DO OBJETO
o Termo go Cooporagds fam por cbjet:

Britre 05 panticipes Weando ¢ o do posgueds tonco-
Mmu-mnumldamom:

en mitua POC SerAcTS JOc0Mes @ tionko.

dal v FmamnoFmodaWu«mannm

muo-bw.oommhom‘ he o anenc, di p du dan Senvigos @ da edenstracio
'Ww-mm-mummfmeuma

Fora, para o

Humanos:
s ommmwumumemmowm

6. o pritica de 1003 as denais ppdes & Y dosty
Termo 0 com o imermsse dos parles.
CLAUSULA SEGUNDA - DA EXECUGAD
o das i & Lrberd, 2 destn Tenms de
sord oo S0 wmurmummunmm
mm;mamnmmmrwumarm 2 Am N sswegutir quakdide, Khadncl, clcion
o lécnica o dog b duws Wusdn, Os Termos Adihvos ssgeclines s Lomado
mhmmmrmmm
PARAGRAFO UNICO
mmMmmw
thmmatmm.-pdﬁm qai dewweto hser conatr
"l dos
Dlmmmmn
o ams 2s o formas de i
m.wms.mmummbﬂewmowm.

d) conograma fisco-tnancairo: *
&) regroneniagies eR0ocicas quanko 80 sigho 0 & propredade indusral, ceeios,

n nnmwuanmwdumhm
QACQ006 Si Mdu

cessde @ Panslening;

h) Qs §
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de Hermatolcgias o
Homotorapia de
Minas Gerais

R'R' HEMOMINAS

CaoviVeur
CLAUSULA TERCERA - DA COORDENAGAD GERAL I COORDENADOR TECNICO
0 plena awscudo <o objeto do Termo e C 4 i

mmuwoowmmew Mhnmmwﬁmﬂdwamc-w.um
Coordenddor Toonoo pakes P

rmmm

Avs Coadonpdores Gerds (ers o aTIssio. 0 SCOTOAmanMn « cmugh
rmammnrmmmmnmmwmmnmmm

bl

PARAGRASO SEGUNDO

05 Termos Acidwe terta thcnicoe, s
om saus mmos. CDs ngdes estark @ sordo sompro &8 C 30 Gerst <o Termo do
Coopernzio.

PARAGRAFO TORGEIRO

contcls perdd, par pare da Ushersidade Federal ce Julz do Fora, fad o cage d
w-mmummm Coonanaioss Goals.

0 cottrdde gerdl 200 pane da Fundaplo HamominasHomeconto Regional de Juz de
Fora, Moand a cangs & selor de Rpcursos Humence o de dross wliey 008 prOMICS 6m CUsO

CLAUSULA QUARTA - DOS CONMPROMISS0S DA HEMOMINAS

A Hattomnag cbega-sa a:
1. Purmise o trinsto do peccet docknlia, mam mmagb
m.nmuwmrwamurm L unhﬂo
50000 SO Sl NOMTAS . props de ° =
7 Montor iindo ¢ ke
Wmammammw«marmmummmmmumm
tusleacksn g mmemn: '
3. Ewercer, o mitu, deo 39, pesqiies 0 up
de Mcnicos am b L] fa de farma 3 gorands da drea no Extado do Minas Gerye;
. & Arcar com o8 Srus, Lushs @ Qe he n o
Termo de Coxparagdo.
CLAUSULA QUINTA - DOS CONPROMISSOS DA UFJF
A Universidade Federad @6 Juiz de Fom compromens a:
1. e, om S0 miua, f ©
a::aiwu em ® pha de $0ma @ paranir © deseavaivimen ¢a &%ea no Estado da Mnas
=

2. parmist u Whato do pesscnl Sicrico s Hemominas san dependiocms da
ummmmmurm de 30 oM 36 NOATRE MMNMAs Of cady Uma destas Unidades,

J o om suas ° ug
Fencagio inos, o6 fuws 00 pols

4. mmnmnuum 00 passoal 03 .

6. Wrcar com o6 dnus. Suskos w o Qe ha coubs no i oune,
Tatrmg du cooperssio;

HEMOMNAS, om0 pola Unviesideche Foderd de i e Fom, & ot 0o 5103 reepacthas d

CLAUSULA SEXTA - DAS RETRIBUIGOES § DOS RESSARCINENTOS
DESPESAS

As o Caste Tamo saclo oust y
thsnaadan 9 NONTAS eopacilices tuasdis madame Comsenss das pares cooperndes.
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Fundago Centro
dimg::c
Minas Gerals

R'R" HEMOMINAS

Cami¥sr
mmm-mmmmum
coma cos a diusy
mmmmmum ou Segundo, MMWWM;«MMM
et QUi sejn dosks
tmdscaopcmlo
PARAGRAFO PRINEIRD
Fica wdada a do rome de Qualquer das paries pala outra.
pora s sona & sl POF @S,
PARAGRAFO SEGUNDO

pares shrguTree menpelar dopoesime et Chusul, frecsmo o
mummmrmuw ! ! i

CLAUSULA OITAVA - DOS CASOS OMISS0S

O canin omasns setic nestividess rediiols coman sosid, NEpENd o Ngiseio
'w'”.

CLAUSULA NONA - DA VIGENCIA

O preseme Temo dd Cooperagdo Vigomand, pelo praze de €0 (sassenia) mesas,
contndos 3 partlr da da1a 00 :0 assinedird, de ecoedo com ¢ an. 57, 1 da Lo n® B BEANS

CLAUSULA DECIMA - DA RESCISAO E ALTERAGAD

mrmmwmmmmmmmmm
do f3l05 Que 0 Tomem (nerequive, Bem oomo por Inlernsss das pores, madani
?manmeu Wmmwnnmnnhm de 20 {novenia) dlas, podendo aindd sor aborado madiame
womo Adtvo

CLAUSULA DECIMA PRMERA - DO FORD

msmam.a Faderd de Jutz o= Fors, &mmmootmm
Mimis Garnds, pars dhimic dinicas a0y oo o presente

€, por aslaron justas o 4 Ushwrgdoto Fodend de Juz oo Fom ¢ 2
VMMFEWmommT &CW -mmlw)-nlmwmoum para um
3 4010, 7D PROGONGA S0 DR MUChis Whiins.

B Beks Hodzonte, 19 de_agosto @ 2007

/ be Ml o
Prof* Henrig Dwmdwc'c-“nm
Feitor da Fodara do Jukz de Foma

Dva. fona O Fridtas Camako Proety
Priadarts dyf FUNDAGAD HENDNINAS

TESTEMUNHAS: "
Novie: frlee frroviccadle e _‘.% o, e Rt
CFF.GAT L7 AR oo M4 Q9 000 o330 27 s an muu-ssro\s-
Sagd= Valnia/
3 Advogaas «

MO0 MG DALY PUNDACAS
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ANEXO F — Comité de Etica e Pesquisa

9 M STERIC D& SAUDE
Cansrita hooonal de Seice
Camisado Mac onal de Ciics vin Pesguiss - CONER

Camité de Etica em Pesquisa da Fupdagio Hemominas
: ~ PARECER CONSUBSTANCIARO

Titulo do Projelu e Pesquisa. Avaliagio da Tragen Neonalal para Doenca Falciforme e outias
Hemoglobinopatias, do Diagnastico na atengfio basica & Saude ao Tratamento na Rede Piblica Estacual

Uma analise epidemiclégica. clinica e social — Hemoceniro Regional de Juiz de Fora.

C T SUJEITOS DA PESOLISA Ses e

2. Nuomeno de sujcilos 2. Grupes Especiais: ( X ) Menor ge 18 anos; { ) Portador de deficiéncia
Ne Centro: 186 mentat () Emhndoifeto; () Relagio de dependéncia (milnares,

Todal. 180 presidiatios... {__;Outros: { ) Ndo se aplica

- PESQUISADOR RESPONSAVEL
| 4. Nome: Mara Tereza Bustamante Teixzia

[} - -

5 Insttuigho a que perteace: UrJr |
f NG 1 SERA REALIZADO |
6. Nome: Fundagaoc Hemominas

7. LinidaglesGigdu: Hemocentro Regional de Juiz de Fora

8. Palicipacdo Eslrangeira. Sim () NBo( X )

9 Projata MuMticéntrico: Sim () Ndo { X ) Nacional () Inlemacional{ )
PATROCINADOR Nao sc aplica | X ) ST |
10. Nome ]
B P, T T COWITE OE E TIGA EM PESQUISA - CEF
11. Data de Entrada: 20/07/2009 12.Registro no CEP: 245
43 Objetivos: ' -

Resgatar e avaiiar a histdria da triagem neonsral em paries do muendo, no Srasil, Minas Gerais e Juiz de Fora
| Determinar a adesdo so tesie do pezinha em Juiz de Fora @ regido. entre os anos de 1998 e 2007,

verficar o numero de pacientes cadastrados no Hemecenlo Regienal de Juiz de Fora tiacos através do teste
da pezinho ate 2007,

Determinar a frequéncia da doenga falciforme € cutras hemaglohincpatias em Juiz de Forg & regido de
abrangéncia do Hemocentro sequndo sexo, nidade @ ano ce nascimento, No perioco de 1398 a 2007.
Comparar as resultados do peifil hemoglobinico na tnagem neonatal com os resultados confimatonos acs 8
Mmeses ¢ ans 2 anos de vida

Mensurar o espacu cronutogico em dias entre as principais etapas do programa de triagem necnatal - do
ciagnéstico na atengdo basica 3 saude so tratamenio na rede pobtica esladual.

Verif-oar a frequéncis 8s consultas, motivos de auséncia 2 sua associscio com género, grupo etario. dados
socic-econdmico da famflia e acesso ao Hemocentro Regional de Juiz ce Fora dos portadores de doenca
falciforma e outras hemoglcbinopatias wentificadas no programa de triagem neonatal

Duscrever ¢ avahar a associacdo de fatores prognastices 1ais como a poreeniagem de hemoglobina fetal s0s
2 a 5 anos de vida, a requencia dos hapintipos CAR. Benin, Senegal e Camarfies do gripoe do gene da news
glob:ina & a mobi-maitalidade nos paciertes com doenca faliforme.
14. Sumano do Pmyeio

Trala-z¢ de estudo avaliativo de naturera quanlilaiiva, cuja populacio ce estudo sera compnsta pelo total de
pacientes portadores de anemia falciforme e outras hemonglobinopatias acompanhades peio Hemocentro i
Regional de Juic de Fora. Serd coletada smostra de sanguc {5 mil) durante a rotina laboratorial de
acompanhamento de pacicnic. Serd aplicade questionania para o responsdvel, sendo utilizados dados do

| prontudrio. Também seré feita pesquisa subre a histdria da wiagem neonatal em Juiz de Fora. I

15 Camentario dos Relatores:
Apds esclarecimentos € adequagies, o prujele 10 aprovado

16. Parecer:
Aprovadn { x ) Pendéncia { ) Nao Aprovado ()
Data. G310/08 Dats: Daty

18. Coviar elaldnos em:

17. Cronugiama de execugio: novembeo 2010 @ novembro 2011

Inicie: out 2008 Firn: nov 2011

*9, Courdenador *ncrdanacoea 9o Comith
A, T i s
| -~ Assinatura Trndogho Hemomunat
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ANEXO G - Normas de Publicacdo da Revista Jornal de Pediatria

Jornal de Pediatria | InstrucGes aos autores

O Jornal de Pediatria € a publicacdo cientifica da Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP),
com circulacédo regular desde 1934. Todo o conteudo do Jornal de Pediatria esta disponivel
em portugués e inglés no site http://www.jped.com.br, que é de livre acesso. O Jornal de
Pediatria é indexado pelo Index Medicus/ MEDLINE (http://www.pubmed.gov), SciELO
(http://www.scielo. org), LILACS (http://www.bireme.br/abd/P/lilacs.ntm), EMBASE/
Excerpta Medica (http://www.embase.com), Sociedad Iberoamericana de Informacién
Cientifica (SIIC) Data Bases (http://www. siicsalud.com), Medical Research Index
(http://www.purplehealth.com/medical-research-index.htm) e  University  Microfilms
International. O Jornal de Pediatria publica resultados de investigacao clinica em pediatria e,
excepcionalmente, de investigacdo cientifica basica. Aceita-se a submissdo de artigos em
portugués e inglés. Na versdo impressa da revista, os artigos sdo publicados em inglés. No
site, todos os artigos sdo publicados em portugués e inglés, tanto em HTML quanto em PDF.
Todo o contetdo publicado pelo Jornal de Pediatria passa por processo de revisao por
especialistas (peer review). Cada artigo submetido para apreciacdo € encaminhado aos
editores, que fazem uma revisao inicial quanto aos padrdes minimos de exigéncia do Jornal de
Pediatria e ao atendimento de todas as normas requeridas para envio dos originais. A seguir,
remetem o artigo a dois revisores especialistas na area pertinente, selecionados de um
cadastro de revisores. Os revisores sdo sempre de instituicdes diferentes da instituicdo de
origem do artigo e sdo cegos quanto a identidade dos autores e ao local de origem do trabalho.
Apbs receber ambos os pareceres, o Conselho Editorial os avalia e decide pela aceitacdo do
artigo sem modificagdes, pela recusa ou pela devolugdo aos autores com as sugestdes de
modificagdes. Cada versdo é sempre analisada pelo Conselho Editorial, que detém o poder da
decisdo final. Tipos de artigos publicados O Jornal de Pediatria aceita a submissdo espontanea
de artigos originais, artigos especiais e cartas ao editor. Artigos originais incluem estudos
controlados e randomizados, estudos de testes diagndsticos e de triagem e outros estudos
descritivos e de intervencao, bem como pesquisa basica com animais de laboratd- rio. O texto
deve ter no maximo 3.000 palavras, excluindo tabelas e referéncias; o nimero de referéncias
ndo deve exceder 30. O nimero total de tabelas e figuras ndo pode ser maior do que quatro.
Artigos que relatam ensaios clinicos com intervencdo terapéutica (clinical trials) devem ser

registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos listados pela Organizacdo Mundial da
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Saude e pelo International Committee of Medical Journal Editors. Na auséncia de um registro
latino-americano, o Jornal de Pediatria sugere que os autores utilizem o registro
www.clinicaltrials.gov, dos National Institutes of Health (NIH). O nimero de identificacdo
deve ser apresentado ao final do resumo. Artigos especiais sdo textos nao classificaveis nas
demais categorias, que o Conselho Editorial julgue de especial relevancia. Sua revisédo admite
critérios proprios, ndo havendo limite de tamanho ou exigéncias prévias quanto a bibliografia.
Cartas ao editor devem comentar, discutir ou criticar artigos publicados no Jornal de Pediatria.
O tamanho méaximo é de 1.000 palavras, incluindo no maximo seis referéncias bibliograficas.
Sempre que possivel, uma resposta dos autores serd publicada junto com a carta. Séo
publicados, mediante convite, editoriais, comentéarios e artigos de revisdo. Autores ndo
convidados podem também submeter ao Conselho Editorial uma proposta para publicacéo de
artigos dessas classificacGes. Editoriais e comentarios, que geralmente se referem a artigos
selecionados, sdo encomendados a autoridades em &reas especificas. Artigos de revisdo sao
avaliacdes criticas e ordenadas da literatura em relacdo a temas de importancia clinica, com
énfase em fatores como causas e prevencdo de doencas, seu diagnostico, tratamento e
prognostico — em geral sdo escritos, mediante convite, por profissionais de reconhecida
experiéncia. Meta-andlises sdo incluidas nesta categoria. Artigos de revisdo devem limitar-se
a 6.000 palavras, excluindo referéncias e tabelas. As referéncias bibliogréaficas devem ser
atuais e em numero minimo de 30. Orientacgdes gerais O arquivo original — incluindo tabelas,
ilustraces e referéncias bibliograficas — deve estar em conformidade com os “Requisitos
Uniformes para Originais Submetidos a Revistas Biomédicas”, publicado pelo Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (http://www.icmje.org). Cada secdo deve ser
iniciada em nova pagina, na seguinte ordem: pagina de rosto, resumo em portugués, resumo
em inglés, texto, agradecimentos, referéncias bibliogréaficas, tabelas (cada tabela completa,
com titulo e notas de rodapé, em pagina separada), figuras (cada figura completa, com titulo e
notas de rodapé, em pagina separada) e legendas das figuras. A seguir, as principais
orientagdes sobre cada secdo: Pagina de rosto A pagina de rosto deve conter todas as
seguintes informacdes: a) titulo do artigo, conciso e informativo, evitando termos supérfluos e
abreviaturas; evitar também a indicacdo do local e da cidade onde o estudo foi realizado;
Normas JORNAL PEDIATRIA PORTUGUES.indd 1 11/03/2013 9:16:57 Instrucdes aos
autores b) titulo abreviado (para constar no topo das paginas), com maximo de 50 caracteres,
contando os espacos; ¢) nome de cada um dos autores (primeiro nome e o Ultimo sobrenome;
todos os demais nomes aparecem como iniciais); d) apenas a titulagdo mais importante de

cada autor; e) endereco eletrénico de cada autor; f) informar se cada um dos autores possuli
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curriculo cadastrado na plataforma Lattes do CNPq; g) a contribuigdo especifica de cada autor
para o estudo; h) declaracio de conflito de interesse (escrever “nada a declarar” ou a
revelacdo clara de quaisquer interesses econdémicos ou de outra natureza que poderiam causar
constrangimento se conhecidos depois da publicacdo do artigo); i) definicao de instituicdo ou
servico oficial ao qual o trabalho esta vinculado para fins de registro no banco de dados do
Index Medicus/MEDLINE; j) nome, endereco, telefone, fax e enderego eletronico do autor
responsavel pela correspondéncia; k) nome, endereco, telefone, fax e endereco eletronico do
autor responsavel pelos contatos pré-publicacdo; |) fonte financiadora ou fornecedora de
equipamento e materiais, quando for o caso; m) contagem total das palavras do texto,
excluindo resumo, agradecimentos, referéncias bibliograficas, tabelas e legendas das figuras;
n) contagem total das palavras do resumo; 0) numero de tabelas e figuras. Resumo O resumo
deve ter no maximo 250 palavras ou 1.400 caracteres, evitando o uso de abreviaturas. Nao se
devem colocar no resumo palavras que identifiqguem a instituicdo ou cidade onde foi feito o
artigo, para facilitar a revisdo cega. Todas as informagfes que aparecem no resumo devem
aparecer também no artigo. O resumo deve ser estruturado conforme descrito a seguir:
Resumo de artigo original Objetivo: informar por que o estudo foi iniciado e quais foram as
hipoteses iniciais, se houve alguma. Definir precisamente qual foi o objetivo principal e
informar somente 0s objetivos secundarios mais relevantes. Métodos: informar sobre o
delineamento do estudo (definir, se pertinente, se o estudo é randomizado, cego, prospectivo,
etc.), o contexto ou local (definir, se pertinente, o nivel de atendimento, se primario,
secundario ou terciario, clinica privada, institucional, etc.), os pacientes ou participantes
(definir critérios de selecdo, nimero de casos no inicio e fim do estudo, etc.), as intervencgdes
(descrever as caracteristicas essenciais, incluindo métodos e duracdo) e os critérios de
mensuracdo do desfecho. Resultados: informar os principais dados, intervalos de confianca e
significancia estatistica dos achados. Conclusdes: apresentar apenas aquelas apoiadas pelos
dados do estudo e que contemplem 0s objetivos, bem como sua aplicagdo pratica, dando
énfase igual a achados positivos e negativos que tenham méritos cientificos similares.
Resumo de artigo de revisdo Objetivo: informar por que a revisdo da literatura foi feita,
indicando se enfatiza algum fator em especial, como causa, prevencdo, diagnostico,
tratamento ou prognostico. Fontes dos dados: descrever as fontes da pesquisa, definindo as
bases de dados e os anos pesquisados. Informar sucintamente os critérios de selecdo de artigos
e 0s métodos de extracdo e avaliagdo da qualidade das informacdes. Sintese dos dados:
informar o0s principais resultados da pesquisa, sejam quantitativos ou qualitativos.

ConclusGes: apresentar as conclusdes e suas aplica¢des clinicas, limitando generalizacbes ao
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escopo do assunto em revisdo. Apds o resumo, inclua de trés a seis palavras-chave que serdo
usadas para indexacdo. Utilize termos do Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis em
http://www.nIm.nih.gov/mesh/ meshhome.html. Abreviaturas devem ser evitadas, pois
prejudicam a leitura confortdvel do texto. Quando usadas, devem ser definidas ao serem
mencionadas pela primeira vez. Jamais devem aparecer no titulo e nos resumos. Texto O texto
dos artigos originais deve conter as seguintes se¢fes, cada uma com seu respectivo subtitulo:
a) Introducdo: sucinta, citando apenas referéncias estritamente pertinentes para mostrar a
importancia do tema e justificar o trabalho. Ao final da introducdo, os objetivos do estudo
devem ser claramente descritos. b) Métodos: descrever a populacdo estudada, a amostra e 0s
critérios de selecdo; definir claramente as varidveis e detalhar a analise estatistica; incluir
referéncias padronizadas sobre os métodos estatisticos e informacdo de eventuais programas
de computacdo. Procedimentos, produtos e equipamentos utilizados devem ser descritos com
detalhes suficientes para permitir a reproducdo do estudo. E obrigatéria a inclusdo de
declaracdo de que todos os procedimentos tenham sido aprovados pelo comité de ética em
pesquisa da instituicdo a que se vinculam os autores ou, na falta deste, por outro comité de
ética em pesquisa indicado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da
Saude. c) Resultados: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia
l6gica. As informagdes contidas em tabelas ou figuras ndo devem ser repetidas no texto. Usar
graficos em vez de tabelas com um nimero muito grande de dados. d) Discussdo: deve
interpretar os resultados e compara-los com os dados ja descritos na literatura, enfatizando os
aspectos novos e importantes do estudo. Discutir as implicacdes dos achados e suas
limitacbes, bem como a necessidade de pesquisas adicionais. As conclusdes devem ser
apresentadas no final da discussdo, levando em consideracdo 0s objetivos do trabalho.
Relacionar as conclusfes aos objetivos iniciais do estudo, evitando assertivas ndo apoiadas
pelos achados e dando énfase igual a achados positivos e negativos que tenham méritos
cientificos similares. O texto de artigos de revisdo ndo obedece a um esquema rigido de
secdes. Sugere-se uma introducdo breve, em que os autores explicam qual a importancia da
revisao para a pratica pediatrica, a luz da literatura médica. Ndo é necessario descrever 0s
métoNormas JORNAL PEDIATRIA PORTUGUES.indd 2 11/03/2013 9:16:57 Instrugdes aos
autores dos de selecédo e extracdo dos dados, passando logo para a sua sintese, que, entretanto,
deve apresentar todas as informagdes pertinentes em detalhe. A secdo de conclusbes deve
correlacionar as ideias principais da revisdo com as possiveis aplicagdes clinicas, limitando
generalizagcBes aos dominios da revisdo. Agradecimentos devem ser breves e objetivos,

somente a pessoas ou instituicbes que contribuiram significativamente para o estudo, mas que
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ndo tenham preenchido os critérios de autoria. Integrantes da lista de agradecimento devem
dar sua autorizagcdo por escrito para a divulgacdo de seus nomes, uma vez que os leitores
podem supor seu endosso as conclusdes do estudo. Referéncias bibliograficas: as referéncias
devem ser formatadas no estilo Vancouver, também conhecido como o estilo Uniform
Requirements, que é baseado em um dos estilos do American National Standards Institute,
adaptado pela U.S. National Library of Medicine (NLM) para suas bases de dados. Os autores
devem consultar Citing Medicine, The NLM Style Guide for Authors, Editors, and Publishers
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/ br.fcgi?book=citmed) para informacdes sobre o0s
formatos recomendados para uma variedade de tipos de referéncias. Podem também consultar
o site “sample references” (http://www. nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html), que
contém uma lista de exemplos extraidos ou baseados em Citing Medicine, para uso geral
facilitado; essas amostras de referéncias sdo mantidas pela NLM. As referéncias
bibliogréficas devem ser numeradas e ordenadas segundo a ordem de aparecimento no texto,
no qual devem ser identificadas pelos algarismos arabicos respectivos sobrescritos. Para listar
as referéncias, ndo utilize o recurso de notas de fim ou notas de rodapé do Word. Artigos
aceitos para publicacdo, mas ainda nao publicados, podem ser citados desde que indicando a
revista e que estdo “no prelo”. Os titulos dos peridodicos devem ser abreviados conforme
recomenda o Index Medicus; uma lista com suas respectivas abreviaturas pode ser obtida
através da publicagdo da NLM “List of Serials Indexed for Online Users”, disponivel no
endereco http:// www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para informacdes mais detalhadas,
consulte os “Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas Biomédicas”. Este
documento esté disponivel em http://www.icmje.org/. Abaixo, apresentamos alguns exemplos
do modelo adotado pelo Jornal de Pediatria: Artigos em periodicos: 1. Até seis autores:
Aratdjo LA, Silva LR, Mendes FA. Digestive tract neural control and gastrointestinal
disorders in cerebral palsy. J Pediatr (Rio J). 2012;88:455-64. 2. Mais de seis autores: Ribeiro
MA, Silva MT, Ribeiro JD, Moreira MM, Almeida CC, Almeida-Junior AA, et al. Volumetric
capnography as a tool to detect early peripheric lung obstruction in cystic fibrosis patients. J
Pediatr (Rio J). 2012;88:509-17. 3. Organizacdo como autor: Mercier CE, Dunn MS, Ferrelli
KR, Howard DB, Soll RF; Vermont Oxford Network ELBW Infant Follow-Up Study Group.
Neurodevelopmental outcome of extremely low birth weight infants from the Vermont
Oxford network: 1998-2003. Neonatology. 2010;97:329- 38. 4. Sem autor: Informed consent,
parental permission, and assent in pediatric practice. Committee on Bioethics, American
Academy of Pediatrics. Pediatrics. 1995;95:314-7. 5. Artigos com publicagéo eletrdnica ainda
sem publicacdo impressa: Carvalho CG, Ribeiro MR, Bonilha MM, Fernandes Jr M,
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Procianoy RS, Silveira RC. Use of off-label and unlicensed drugs in the neonatal intensive
care unit and its association with severity scores. J Pediatr (Rio J). 2012 Oct 30. [Epub ahead
of print] Livros: Blumer JL, Reed MD. Principles of neonatal pharmacology. In: Yaffe SJ,
Aranda JV, eds. Neonatal and Pediatric Pharmacology. 3rd ed. Baltimore: Lippincott,
Williams and Wilkins; 2005. p. 146-58. Trabalhos académicos: Borkowski MM. Infant sleep
and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans [dissertation]. Mount Pleasant, MI:
Central Michigan University; 2002. CD-ROM: Anderson SC, Poulsen KB. Anderson’s
electronic atlas of hematology [CD-ROM)]. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins;
2002. Homepage/website: R Development Core Team [Internet]. R: A language and
environment for statistical computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing; 2003
[cited 2011 Oct 21]. Available from: http:// www.R-project.org Documentos do Ministério da
Salde: Brasil. Ministério da Salude. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de Agdes
Programaticas e Estratégicas. Atencdo a salde do recém-nascido: guia para os profissionais de
salde: cuidados gerais. Brasilia: Ministério da Salude; 2011. v. 1. 192p. (Série A. Normas e
Manuais Técnicos) Apresentacdo de trabalho: Bugni VM, Okamoto KY, Ozaki LS, Teles FM,
Molina J, Bueno VC, et al. Development of a questionnaire for early detection of factors
associated to the adherence to treatment of children and adolescents with chronic rheumatic
diseases - “the Pediatric Rheumatology Adherence Questionnaire (PRAQ)”. Paper presented
at the ACR/ARHP Annual Meeting; November 5-9, 2011; Chicago, IL. Tabelas: Cada tabela
deve ser apresentada em folha separada, numerada na ordem de aparecimento no texto, e
conter um titulo sucinto, porém explicativo. Todas as explicacdes devem ser apresentadas em
notas de rodapé e ndo no titulo, identificadas com letras sobrescritas em ordem alfabética.
Né&o sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas e ndo usar espacos para separar colunas.
Ndo usar espaco em qualquer lado do simbolo . Normas JORNAL PEDIATRIA
PORTUGUES.indd 3 11/03/2013 9:16:57 InstrucGes aos autores Figuras (fotografias,
desenhos, graficos, etc.) Todas as figuras devem ser numeradas na ordem de aparecimento no
texto. Todas as explicacbes devem ser apresentadas nas legendas, inclusive acerca das
abreviaturas utilizadas. Figuras reproduzidas de outras fontes ja publicadas devem indicar esta
condigédo na legenda, assim como devem ser acompanhadas por uma carta de permissao do
detentor dos direitos. Fotos ndo devem permitir a identificacdo do paciente; tarjas cobrindo os
olhos podem ndo constituir protecdo adequada. Caso exista a possibilidade de identificacéo, €
obrigatdria a inclusdo de documento escrito fornecendo consentimento livre e esclarecido para
a publicacdo. Microfotografias devem apresentar escalas internas e setas que contrastem com

o fundo.Caso os autores julguem essencial que uma determinada imagem seja colorida mesmo
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na versao impressa, solicita-se um contato especial com o0s editores. Imagens geradas em
computador, como graficos, devem ser anexadas sob a forma de arquivos nos formatos .jpg,
.gif ou .tif, com resolucdo minima de 300 dpi, para possibilitar uma impressdao nitida; na
versdo eletronica, a resolucdo sera ajustada para 72 dpi. Graficos devem ser apresentados
somente em duas dimensdes, em qualquer circunstancia. Desenhos, fotografias ou quaisquer
ilustracGes que tenham sido digitalizadas por escaneamento podem ndo apresentar grau de
resolucdo adequado para a versdo impressa da revista; assim, é preferivel que sejam enviadas
em versdo impressa original (qualidade profissional, a nanquim ou impressora com resolucéo
grafica superior a 300 dpi). Nesses casos, no verso de cada figura deve ser colada uma
etiqueta com o seu nimero, o home do primeiro autor e uma seta indicando o lado para cima.
Legendas das figuras devem ser apresentadas em pagina prépria, devidamente identificadas
com 0s respectivos numeros. Lista de verificagdo Como parte do processo de submissao, 0s
autores séo solicitados a indicar sua concordancia com todos os itens abaixo; a submissao
pode ser devolvida aos autores que ndo aderirem a estas diretrizes. 1. Todos os autores
concordam plenamente com a Nota de Copyright. 2. O arquivo de submissao foi salvo como
um documento do Microsoft Word. 3. A pagina de rosto contém todas as informacoes
requeridas, conforme especificado nas diretrizes aos autores. 4. O resumo e as palavras-chave
estdo na lingua de submissdo (inglés ou portugués), seguindo a pagina de rosto. 5. O texto é
todo apresentado em espaco duplo, utiliza fonte tamanho 12 e italico em vez de sublinhado
para indicar énfase (exceto em enderecos da internet). Todas as tabelas, figuras e legendas
estdo numeradas na ordem em gue aparecem no texto e foram colocadas cada uma em pagina
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ANEXO J

RETINOPATIA PROLIFERATIVAEM PACIENTE COM ANEMIA FALCIFORME:
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RESUMO

A Anemia Falciforme é uma anemia hemolitica que resulta da mudanca estrutural na molécula
de hemoglobina, devido a mutacdo no gene de globina no cromossomo 11. Esta mutagdo
causa uma substituicdo de acido glutamico por valina na posi¢do 6, com a formacéo da
hemoglobina S. A hemoglobina S exposta a desoxigenacdo desencadeia fenémenos de vaso-
oclusdo na microcirculagdo com isquemia e injuria aos tecidos. As alterac6es oftalmoldgicas
mais importantes relacionadas a Anemia Falciforme ocorrem principalmente pela obstrucéo
dos vasos da retina. A retinopatia falciforme apresenta varias manifestaces fundoscopicas,
podendo, inclusive, levar a amaurose. Os autores relatam caso de paciente com retinopatia

proliferativa falciforme severa e baixa acuidade visual que evoluiu com resposta favoravel
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apos intervencao terapéutica. Os autores discutem as opcdes terapéuticas disponiveis e a
necessidade da avaliacdo oftalmoldgica periddica aos pacientes com Anemia Falciforme,

visando o diagnostico e monitoramento de progressao ou regresséo das lesdes da retina.

Palavras-chaves: Anemia Falciforme. Manifestagdes Oculares. Retina. Fotocoagulacao.

Hidroxiuréia.

1 INTRODUCAO

A Anemia Falciforme (AF) é uma desordem hematoldgica hereditaria que se caracteriza por
uma substituicdo do acido glutamico pela valina na posicdo 6 do segmento A da cadeia polipeptidica
beta do cromossoma 11, com consequente modificagdo fisico-quimica na molécula da hemoglobina
originando a Hemoglobina S anémala (HbS). ¥***5 No Brasil, a prevaléncia de AF é estimada ente
25.000 a 30.000 casos, com 3.500 novos casos a cada ano. (Figura 1). *®* A AF é uma doenca
hemolitica crénica com grande variabilidade clinica, determinada pelos fenébmenos de vaso-oclusdo,

ativacdo de substancias pro-inflamatérias e hiperviscosidade sanguinea. ¥ % 3>

Freqgiiéncia do
gene S no Brasil
Populagao
186,7 milhoes

U - Pernambuco
== T o Y AS 4% (1:23)

A " DF 1:1.400
Bahia
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Séo Paulo ] ; DF 1:650
AS 2,6% (1:35) %._Minas Gerais
DF 1:4.000 'AS 3% (1:23)
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Rio de Janeiro
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Fonte: Ministério da Saude do Brasil o Ano 2012
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As manifestacdes oculares da AF podem afetar conjuntiva, Uvea, retina, cordide, regido
periorbitdria e cAmara anterior do olho. 7 A retinopatia falciforme é classificada em n3o-proliferativa
e proliferativa (RP) #° e ambas possuem a mesma génese. Segundo Downes et al., 2005, a RP
desenvolveu-se em 14% dos pacientes. 1° A RP pode ocorrer em criancas, mas a faixa etaria mais
acometida pela doenca é entre 20 e 39 anos.>>'11213  Este artigo relata o caso de um paciente com
AF com diagndstico tardio que evoluiu com RP com perda de campo visual, sua evolucdo apds
intervencdo oftalmoldgica e seu controle com a utilizacdao de Hidroxiuréia (HU) conforme protocolo
estabelecido pela Portaria SAS/MS n2 872 de 2002. **1> Os autores fazem uma revisdo de literatura e
discutem a necessidade de avaliacdo oftalmolégica periddica nos pacientes com hemoglobinopatias
e as opcdes terapéuticas disponiveis como fotocoagulacdo com laserterapia »3¢ e utilizac3o da HU,
potente droga indutora da sintese da Hemoglobina Fetal (HbF), como também redutora dos
fendbmenos inflamatdrios e de vaso-oclusdo. Discutem a necessidade de intercambio entre as
diversas areas da Medicina para diagndstico precoce de lesGes severas e incapacitantes como a

retinopatia grave com amaurose.

2 RELATO DO CASO CLINICO

Paciente de 46 anos, feminina, afrodescedente sabidamente portadora de AF e
Hipertensdo Arterial Sistémica, natural e residente em Juiz de Fora — Minas Gerais com
controle no Servigo de Hemoglobinopatia da Fundacdo Hemominas desde 1996. Em Marco
de 2001 procurou a Hemominas com queixas de borramento visual, dor aguda retrocular a
esquerda e escotomas visuais com diminui¢do da acuidade. Foi encaminhada com urgéncia a
Oftalmologia quando foi realizado mapeamento de retina que evidenciou area de hemorragia

vitrea em olho esquerdo (OE), realizado fotocoagulacéo e indicado angiofluoresceinografia.
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A retinografia e angiofluoresceinografia, em Junho de 2001, evidenciaram papila bem
delimitada em olho direito (OD), com palidez, aumento da tortuosidade vascular, diminuicao
dos reflexos foveal e perimacular, e trénsitos coroidal e retiniano sem anormalidades
significativas. No OE ndo foi possivel a visualizacdo da retina. A ecografia ocular em
Setembro de 2001 revelou deslocamento incompleto posterior do vitreo (Fotografias 1 e 2) e
hemorragia vitrea ténue no OE , confirmando o diagnostico de retinopatia proliferativa
falciforme estadio V, conforme classificacdo de Goldberg (Tabela 1). A paciente foi submetida
a sessOes de fotocoagulacdo/laserterapia com melhora da acuidade visual e reducdo da dor.
Foi decidido manter controle rigoroso com a Oftalmologia e a introducdo da HU conforme

preconizado pelo protocolo do Ministério da Satde. 14%°

3’;?’;‘&“”“”:"‘@“& e
i
'

Fotografias 1 e 2: OE: Descolamento incompleto posterior do vitreo.

Fonte: Os autores (2001).

O controle da retinografia e angiofluoresceinografia, em Novembro de 2001,
mostraram no OD (Fotografia 3) papila bem delimitada, com palidez temporal, aumento da
tortuosidade vascular, diminuicdo dos reflexos foveal e perimacular, alem de transitos
coroidal e retiniano sem anormalidades significativas. No OE (Fotografia 4) havia hiperemia
com acentuada hipofluorescéncia, presenca de tecido fibroso, hemorragia vitrea, acentuada

tortuosidade vascular, aumento do reflexo luminoso dorsal, cruzamentos vasculares com
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desvio e ocultamento e rarefacdo do epitélio pigmentar em polo posterior. A equipe médica

optou por nova sessdo de laserterapia.

Fotografia 3: OD: Aumento da tortuosidade vascular.

Fonte: Os autores (2001).

Fotografia 4: OE: Hiperemia com acentuada hipofluorescéncia e presenca de tecido
fibroso. Presenca de hemorragia vitrea e acentuada tortuosidade.

Fonte: Os autores (2001).

Paciente evoluiu com melhora importante do quadro oftalmolégico com recuperacao
qguase completa dos campos visuais. Em Dezembro de 2002 foi realizada nova

angiofluoresceinografia que revelou acentuada hiperfluorescéncia papilar no OE com
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congestdo e grande aumento da tortuosidade vascular sugerindo neovascularizacdo. Foi
mantido o procedimento de fotocoagulacdo em OE.

A retinografia e angiofluoresceinografia em Fevereiro de 2004 mostrou reliquat
fibroso na papila em OE com traves em regido macular inferior, rarefacdo difusa do epitélio
pigmentar, areas de isquemia em regido temporal, aumento da tortuosidade vascular e do
reflexo luminoso dorsal. As sessdes de laserterapia foram suspensas considerando a resposta
clinica e melhora das lesdes oftalmoldgicas.

A retinografia de Maio de 2007 permitiu a visualizacdo da escavacdo papilar, no OD
(Fotografia 5), e vasos retinianos com aumento da tortuosidade e da turgéncia em ambos 0s
olhos sobretudo em OE. A macula e a coriorretina do OD tinham aspecto fisiolégico. No OE
(Fotografia 6), a macula apresentava lesdo hiperpigmentada arredondada e com bordos
regulares sugestiva de buraco macular. A coriorretina do OE mostrou uma periferia temporal
gue apresentava exsudatos duros e hemorragias.

A angiofluoresceinografia em Maio de 2007 visualizou trénsitos coroidal e retiniano
normais no OD. No OE teve diminuicdo da afluorescéncia macular e hiperfluorescéncia

temporal periférica relacionada as fases do exame por extravasamento do corante.

Fotografia 5: OD: Discreto aumento da tortuosidade e da turgéncia nos vasos
retinianos.

Fonte: Os autores (2007).
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Fotografia 6: OE: Lesdo hiperpigmentada arredondada e com bordos regulares
sugestiva de buraco macular.
Fonte: Os autores (2007).

Em Outubro de 2013 foi realizada retinografia de controle que evidenciou em OD
(Fotografia 7) a permanéncia da escavagdo no disco dptico de 0,5 com contornos regulares e
presenca de discreto aumento da tortuosidade e turgéncia dos vasos. O vitreo encontrava-se
limpo e a retina sem alteracdes significativas. No OE (Fotografia 8), o disco Optico
apresentava escavacdo 0,2 com contorno mal delimitado e presenca de tecido fibroso. A
macula mostrou lesdo hiperpigmentada e arredondada. A periferia da retina evidenciava
exsudatos duros e hemorragias. Os vasos do OE apresentavam aumento da tortuosidade e

turgéncia. O vitreo encontrava-se limpo.

R 15/10/2013 08:57:30

Fotografia 7: OD: Disco optico com escavacdo de 0,5 e contornos regulares. Vasos com

aumento da tortuosidade e turgéncia.
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Fonte: Os autores (2013).

L 15/10/2013 08:57:15

Fotografia 8: OE: Méacula com lesdo hiperpigmentada e arredondada. Retina com exsudatos
duros e hemorragias. Vasos com aumento da tortuosidade e turgéncia.
Fonte: Os autores (2013).

Em Marco de 2014 a paciente foi submetida a nova avaliacdo oftalmologica e
apresentava acuidade visual com correcdo em OD de 20/25 e vultos em OE resultante do
buraco macular. Do ponto de vista hematologico a paciente segue em uso de HU com
elevacdo dos niveis de Hemoglobina Média e Fetal, controle trimestral e sem outras
intercorréncias.

O estudo do caso encontra-se autorizado pelo CEP e autorizado pelo paciente através
de documento de consentimento livre esclarecido assinado.

3 DISCUSSAO

As lesdes oculares mais frequentes da AF ocorrem na retina® e caracterizam-se pela
tortuosidade e dilatacdo das vénulas. Em 1930, foi descrito pela primeira vez as alteracdes
fundoscépicas na AF que foram confirmadas por outros pesquisadores em 1954.18 A retinopatia
falciforme é classificada em n3o-proliferativa e proliferativa.® A retinopatia falciforme apresenta
incidéncia de 3% na AF, ja a retinopatia falciforme proliferativa se desenvolve em 14% dos pacientes.
Além disso, a incidéncia da RP aumenta proporcionalmente com a idade e sua regressao espontanea

foi observada em 32% dos casos.'°
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A perda da acuidade visual nos pacientes com AF ndo tratados da retinopatia ocorre
em mais de 10%, com uma incidéncia estimada de perda visual em RP de 31/1000 olhos/anos
comparada com 1.4/1000 olhos/anos nos pacientes sem RP. 1°

A evolucdo dos eventos oculares pode ser acompanhada pela anadlise da
angiofluoresceinografia.>32%2! Qs principais achados da fase n3o-proliferativa s3o: as hemorragias
pré-retinianas do tipo “salmon patch” e hiperpigmentacdes retinianas tipo “black sunburst”. A RP foi

classificada em cinco estagios segundo Goldberg, em 1971 (Tabela 1).91%2223

Tabela 1 - Estagios da retinopatia falciforme proliferativa
Estagios Achados
I Obstrugéo Arteriolar
Il Anastomoses artériovenosas
Il Proliferacdo neovascular
v Hemorragia Vitrea
\Y Deslocamento de Retina

Fonte: Goldberg et al, 1971

O estagio | é caracterizado pela oclusdo arteriolar definitiva, com consequente hipdxia
retiniana e rearranjo dos capilares adjacentes. No estagio Il, inicia-se eventos angiogénicos, com
dilatagdo vascular, na tentativa nutrir a retina avascular. Os estagios | e Il ocorrem em dois tercos dos
pacientes. %% No estégio Ill ocorre a neovascularizacdo pré-retiniana, formando uma imagem em
leque (sea fun).>13192021 As neoformacgdes vasculares, desenvolvidas a partir de alcas ou cruzamentos
arteriovenosos, podem sofrer processos isquémicos. ¥1*2* Os novos vasos s3o frageis, imaturos e
aderentes ao gel vitreo, com possibilidade de hemorragia vitrea que caracteriza o estdgio IV da RP na
AF. Quando esta hemorragia atinge o eixo visual, causa sintomas de "moscas volantes" e de
diminuicdo ou perda da visdo. A repeticdo destes fendmenos hemorragicos potencializa a tragao,
criada pelo tecido fibroglial, e a adesdo do vitreo a neovasculariza¢do, levando a rutura,

descolamento da retina e perda da vis3o (estagio V), estagio final da RP. 3211,19.21.25
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Os eventos oclusivo-neovascular-hemorragicos na RP ocorrem em associagéo inicial
com um evento necrético e terminam com uma atrofia severa da retina periférica. A cegueira é
rara devido a localizacdo periférica desses eventos. A complicacdo que mais frequentemente
leva a cegueira é o descolamento de retina. 3% Os neovasos devem ser submetidos a
fotocoagulagdo com laser assim que detectados, 11131619

A prevencdo das complicacbes oculares pode ser atingida através da utilizacdo de
drogas que modificam a fisiopatologia da AF. A natureza multifacetada da AF predispde as
alteracdes embdlicas e isquémicas da microcirculacdo. As novas opcdes terapéuticas que sao
empregadas incluem drogas como a HU que estimula a sintese da HbF, promove a diminuicéo
do numero dos neutrofilos, reduz a expressao de moléculas de adesédo dos eritrocitos, aumenta
da sintese e biodisponibilidade de 6xido nitrico pela ativacdo da guanilil ciclase e consequente
aumento da GMP ciclico intraeritrocitaria e endotelial*®*®, outros tratamentos que modulam a
densidade eritrocitaria (clotrimazol, pidolato magnésio), drogas com efeito antiinflamatério e
com reducdo da adesividade plaquetaria (anticorpos anti-adesao, anticorpos antiintegrina, anti
Fator Willebrand, sulfassalazina e estatinas), terapia antioxidante (glutamina, deferiprona) ,
agentes antitrombéticos (heparina , ticlopidina, warfarina), vasodilatadores (6xido nitrico e
arginina), aférese ou exsanguineo terapéutica, utilizacdo de células tronco hematopoéticas e
terapia génica estdo sendo validados e ainda requerem mais estudos para serem introduzidos
na prética médica com o objetivo de reduzir ou tratar a retinopatia falciforme proliferativa
.13,27

O protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas para o uso de HU na AF esclarece a vantajosa
relagdo aos riscos a curto e longo prazos da terapia com essa droga. A RP é um dos critérios clinicos
de indicacdo da utilizacdo dessa droga. Observou-se que o uso de HU estd associado com o aumento
da producado intracelular e intra-eritrocitaria de oxido nitrico o que facilita a vasodilatagdo e aumento

dos niveis de HbF. 1415
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A prevencdo da retinopatia falciforme é o tratamento mais efetivo. Em 2009, o
Ministério da Saude, ciente da necessidade da prevencéo e diagndstico precoce das alteragdes
retinianas publicou 0 Manual de Satde Ocular em Doenca Falciforme (DF)*? que orienta a
conduta a ser seguida. O protocolo define que os individuos com DF devem ser submetidos ao
exame oftalmoldgico a cada dois anos, até os dez anos de idade e, anualmente, a partir de
entdo. Caso seja identificado alguma alteragdo ocular, a periodicidade do controle e o
tratamento devem ser reestabelecidos de acordo com a situacdo de cada paciente e discutida
pela equipe médica. Os pacientes com retinopatia moderada e grave devem ser submetidos a
angiofluoresceinografia e devem ser acompanhados pelo oftalmologista. 1:28:2930

A integracdo entre a Hematologia e Oftalmologia é muito importante para os
cuidados de prevencdo, promocao e reabilitacdo dos pacientes com AF considerando que as
complicacdes podem culminar com a reducao da acuidade visual, muitas vezes, irreversivel.
1,2

Os autores através deste relato de caso mostraram a efetividade do tratamento conjunto
com laserterapia e HU em um paciente com AF culminando com a recuperagdo importante

das lesdes retinianas.

Proliferative retinopathy in a patient with Sickle Cell Anemia: case report

Abstract

Sickle Cell Anemia is a hemolytic anemia that results from structural changes in the
hemoglobin molecule due to a mutation in the globin gene on chromosome 11. This mutation
causes a substitution of glutamic acid for valine in position 6, with the formation of
hemoglobin S. Deoxygenation of hemoglobin S triggers phenomena of vascular occlusion
in the microcirculation with ischemia and injury to tissues. The most important ocular

changes related to Sickle Cell Anemia occur mainly by obstruction of retinal vessels. Sickle



151

cell retinopathy presents various fundus manifestations, and may even lead to blindness. The
authors report a case of a patient with severe sickle cell retinopathy and low visual acuity who
developed a favorable response to therapeutic intervention. The authors discuss the treatment
options available and the need for periodic ophthalmologic evaluation for patients with Sickle
Cell Anemia, targeting the diagnosis and the monitoring of progression or regression of retinal

lesions.

Keywords: Sickle cell anemia. Eye Manifestations. Retina. Light Coagulation.
Hydroxyurea.
REFERENCIAS

1 - Ministério da Saude. Manual de Saude Ocular em Doenca Falciforme. Secretaria de
Atencdo a Saude, Departamento de Atencdo Especializada. Brasilia; 2009.

2 - Vilela RQB, Bandeira DM, Silva MAE. Alteragdes oculares nas doencas falciformes. Rev
Bras Hematol Hemoter 2007;29(3):285-287.

3 - Bisol T, Fior O, Esteves JF, Friderich JR. Influencia do gendtipo da hemoglobinopatia
falciforme nas manifestacdes retinianas em pacientes de um hospital universitario. Arq Bras
Oftal 2000;63(4):273-6.

4 - Ministério da Satde. Doenca falciforme: condutas basicas para tratamento. Secretaria de
Atencdo a Saude, Departamento de Atencdo Especializada. Brasilia; 2012.

5 - Rees DC, Williams TN, Gladwin MT. Sickle-cell disease. Seminar. Lancet 2010; 376:
2018-31.

6- Cancado RD, Jesus JA. A doenca falciforme no Brasil. Rev Bras Hematol Hemoter 2007;
29(3):203-206.

7 - Lim JI. Ophthalmic manifestations of sickle cell disease: update of the latest findings. Curr
Opin Ophthalmol 2012; 23:533-536.

8 - Hoang QV, Chau FY, Shahidi M, Lim JI. Central Macular Splaying and Outer Retinal
Thinning in Asymptomatic Sickle Cell Patients by Spectral Domain Optical Coherence
Tomography. Am J Ophthalmol 2011; 151(6): 990-994.

9 - Freitas LGA, Isaac DLC, Tannure WT, Lima EVS, Abudi MB, Tavares RS, Freitas CA,
Avila MP. Alterac@es retinianas apresentadas em pacientes portadores de hemoglobinopatia
falciforme atendidos em um Servico Universitario de Oftalmologia. Arq Bras Oftalmol
2011;74(5):335-7.



152

10 - Downes SM, Hambleton IR, Chuang EL, Lois N, Serjeant GR, Bird AC. Incidence and
natural history of proliferative sickle cell retinopathy: observations from a cohort study.
Ophthalmology 2005;112(11):1869-75.

11 - Lutty GA, Goldberg MF Embury et al, Ophthalmologic complications in:. Sickle cell
disease: basic principles and clinical practice. Ed Raven Press; 1994; p 703-24.

12 - Elagouz M, Jyothi S, Gupta B, Sivaprasad S. Sickle cell disease and the eye: old and
new concepts. Surv Ophthalmol 2010;55(4):359-77.

13 - Bonanomi MTBC, Lavezzo MM. Sickle cell retinopathy: diagnosis and treatment. Arq
Bras Oftalmol 2013;76(5):320-7.

14 — Brasil. Ministério da Salde. Portaria n°® 872, de 06 de novembro de 2002. Estabelece o
uso de Hidroxidreia. Disponivel em <www.saude.gov.br/sas/dsra/protocolos/do_d14 01.pdf>
Acesso em: 10 dez. 2013.

15 - Cancado RD, Lobo C, Angulo IL, Aradjo PIC, Jesus JA. Protocolo clinico e diretrizes
terapéuticas para uso de hidroxiureia na doenca falciforme. Rev Bras Hematol Hemoter
2009;31(5):361-66.

16 - Farber MD, Jampol LM, Fox P, Moriarty BJ, Acheson RW, Rabb MF, et al. A randomized
clinical trial of scatter photocoagulation of proliferative sickle cell retinopathy. Arch
Ophthalmol 1991;109:363-7.

17 - Cook WC. A case of sickle cell anemia with associated subarachnoid hemorrhage.J Med
1930;11:541.

18 - Henry MD, Chapman AZ. Vitreous hemorrhage and retinopathy associated with sickle
cell disease. Am J Ophthalmol 1954;38:204-9.

19 - Fadugbagbe AO, Gurgel RQ, Mendonca CQ, Cipolotti R, Santos AM, Cuevas LE.
Ocular manifestations of sickle cell disease. Annals of Tropical Paediatrics 2010; 30: 19-26.

20 - Goldberg MF. Natural history of untreated proliferative sickle retinopathy. Arch
Ophthalmol 1971;85:428-37.

21 - Goldberg MF. Classification and pathogenesis of proliferative sickle retinopathy. Am J
Ophthalmol 1971;71:649-65.

22 - Sobrinho EFA, Saraiva JCP, Silva JN, Silva APS, Lima RC. ManifestacGes retinianas em
pacientes portadores de anemia de células falciformes. Rev Bras Oftalmol 2011; 70 (5): 284-
9.

23 - Cury D, Sorte NB, Lyra IM, Zanette AD, Limat HC, Castro BG et al. Lesdes oculares
em pacientes com doenga falciforme da Bahia, Brasil. Rev Bras Oftalmol 2010; 69 (4): 259-
63.


http://www.saude.gov.br/sas/dsra/protocolos/do_d14_01.pdf

153

24 — Condon PI, Serjeant GR. Behaviour of untreated proliferative sickle retinopathy.Br J
Ophthalmol 1980;64:404-11.

25 - Gagliano D, Goldberg MF. Evolution of the salmon patch in sickle cell retinopathy. Arch
Ophthalmol 1989;107:1814-5.

26 - Gallo H. Anemia falciforme e complicacdes oculares. Disponivel em
<www.fglaboratorio.com.br/artigo_02.htm> Acessado em 15 jan. 2013.

27 - Siqueira RC. Stem cell therapy in retinal diseases. Rev Bras Hematol Hemoter
2012;34(3):222-6.

28 - Emerson GG, Lutty GA. Effects of sickle cell disease on the eye: clinical features and
treatment. Hematol Oncol Clin North Am 2005;19(5):957-73.

29 — National Institute of Health. Management and therapy of sickle cell disease. 3 ed. 1995.

30- Yawn BP, Buchanan GR, Afenyi-Annan AN, Ballas SK, Hassell KL et al. Management of
sickle cell disease: summary of the 2014 evidence-based report by expert panel members.
JAMA 2014;312:1033-1048.

HU Revista, Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p. 129-135, jul./dez. 2015


http://www.fglaboratorio.com.br/artigo_02.htm%3e%20Acessado%20em%2015%20jan.%2020

154

APENDICES



155

APENDICE A - Ficha de registro e questionario socio econdmico

REGISTRO DE DADOS DO PRONTUARIO

NOIMIE. .. et b e bt se e NC do Prontuario:........c.ccceeeeveenenas
Data de nascimento........ T Lo, [oF:To [ Local de nascimento.........ccoeevvererneiiiens e
INFOIMANTE......coi e Parentesco:......c.ccceeeeverneene.
Local de coleta do teste do Pezinho: ........cccocvvvviieininienensesie Tipo de hemoglobinopatia............

QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

1. Peso da crianga (aferido por pesquisador): (A) Kg

2. Altura da crianca (aferido por pesquisador): (A) cm

3. Qual o seu parentesco com a crianca cadastrada na Fundacdo Hemominas?
(A) Mée.
(B) Pai.
(C) Ava.
(D) Avb.
(E) Outro:
4, Como vocé considera esta crianca?

(A) Branco(a).

(B) Pardo(a).

(C) Preto(a).

(D) Amarelo(a).

(E) Indigena.

5. Qual o estado civil da mée desta crianca?

(A) Mée solteira.

(B) Casada / mora junto com o pai desta crianga.

(C) Casada / mora junto com outro que ndo é o pai desta crianca.
(D) Separada / divorciada /desquitada.

(E) Vilva.
(F) Outro:
6. Qual o estado civil do pai desta crianca?

(A) Pai desconhecido.

(B) Casado / mora junto com a mée desta crianca.

(C) Casado / mora junto com outra que nao é a mae desta crianga.
(D) Separado / divorciado /desquitado.

(E) Viavo.
(F) Outro:
Quem mora com esta crianca atualmente? Sim (A) Néo (B)

7. Pai (A) (B)

8. Mée (A) (B)

9. Irméos (A) (B)

10. Outros parentes (A) (B)

11. Amigos ou colegas (A) (B)

12. Contando com esta crianga, quantas pessoas moram na mesma casa que ela mora?
(A) Duas pessoas.

(B) Trés pessoas.

(C) Quatro pessoas.

(D) Cinco pessoas.

(E) Seis pessoas ou mais.

13. Quantos filhos excluindo este, a mée desta crianga tem?

(A) Nenhum filho.

(B) Um filho.

(C) Dois filhos.

(D) Trés filhos.

(E) Quatro filhos ou mais

(F) Néo sabe informar

14. Quantos irm&os maternos e paternos esta crianca tem?

(A) Nenhum

(B) Um irmao.

(C) Dois irmdos.




(D) Trés irméos.

(E) Quatro ou mais irm&os.

(F) Néo sabe informar

15. Quantos irm&os com Anemia Falciforme tém esta crianga?
(A) Nenhum.

(B) Um irméo.

(C) Dois irmos.

(D) Trés ou mais irmaos.

(F) Néo sabe informar

16. Quantos irméos com Traco Falciforme tém esta crianga?
(A) Nenhum.

(B) Um irméo.

(C) Dois irmos.

(D) Trés ou mais irmaos.

(F) Néo sabe informar

17. Quantos irm&os tém esta crianga sem Doenca Falciforme (traco e anemia falciforme)?

(A) Nenhum.

(B) Um irmao.

(C) Dois irmos.

(D) Trés ou mais irmaos.

(F) Néo sabe informar

18. Até quando o pai desta crianca estudou?

(A) Néo estudou.

(B) Da 1.2 a 4.2 série do ensino fundamental (antigo primario).

(C) Da 5.2 a 8.2 série do ensino fundamental (antigo ginasio).

(D) Ensino médio (2.° grau) incompleto.

(E) Ensino médio (2.° grau) completo.

(F) Ensino superior incompleto.

(G) Ensino superior completo.

(H) Pés-graduacéo.

(1) Néo sei.

19. Até quando a mée desta crianga estudou?

(A) Néo estudou.

(B) Da 1.2 a 4.2 série do ensino fundamental (antigo primario).

(C) Da 5.2 4 8.2 série do ensino fundamental (antigo ginsio).

(D) Ensino médio (2.° grau) incompleto.

(E) Ensino médio (2.° grau) completo.

(F) Ensino superior incompleto.

(G) Ensino superior completo.

(H) Pés-graduacéo.

(1) Néo sei.

20. Em que o pai desta crianca trabalha ou trabalhou, na maior parte da vida?
(A) Na agricultura, no campo, em fazenda ou na pesca.

(B) Na inddstria.

(C) No comércio, banco, transporte ou outros servigos.

(D) Funcionario publico do governo federal, estadual ou do municipio ou militar.
(E) Profissional liberal, professor ou técnico de nivel superior.

(F) Trabalhador do setor informal (sem carteira assinada).

(G) Trabalha em casa em servigos (costura, cozinha, aulas particulares etc).

(H) No lar.

(1) Ndo trabalha.

(J) Néo sei.

21. Qual a posicéo do pai desta crianca no trabalho, na maior parte do tempo?
(A) Gerente, administrador ou diretor de empresa privada.

(B) Funcionério publico (federal, estadual ou municipal), com funcGes de diregdo.

(C) Militar (guarda-civil, policia estadual ou Forgas Armadas), com posto de comando.

(D) Empregado no setor privado, com carteira assinada.

(E) Funcionério publico (federal, estadual ou municipal), sem funcéo de direcéo.

(F) Militar (guarda-civil, policia estadual ou Forgas Armadas), sem posto de comando.
(G) Trabalho temporario, informal, sem carteira assinada.

(H) Trabalho por conta propria.

(1) Desempregado.

(J) Aposentado.

(K) Outra situacéo.
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(L) Néo sei.

22. Em que a mae desta crianga trabalha ou trabalhou, na maior parte da vida?
(A) Na agricultura, no campo, na fazenda ou na pesca.

(B) Na industria.

(C) No comércio, banco, transporte ou outros servigos.

(D) Como trabalhadora doméstica.

(E) Como funcionaria do governo federal, do estado ou do municipio ou militar.

(F) Como profissional liberal, professora ou técnica de nivel superior.

(G) No lar.

(H) Trabalha em casa em servicos (cozinha, costura, aulas particulares etc.).

(1) Néo trabalha.

(J) Néo sei.

23. Qual a posicdo da mée desta crianga no trabalho, na maior parte do tempo?
(A) Gerente, administradora ou diretora de empresa privada.

(B) Funcionaria publica (federal, estadual ou municipal), com fung¢des de direcéo.

(C) Militar (guarda-civil, policia estadual ou Forgas Armadas), com posto de comando.
(D) Empregada no setor privado, com carteira assinada.

(E) Funcionéria publica (federal, estadual ou municipal), sem funcéo de direcéo.

(F) Militar (guarda-civil, policia estadual ou Forgas Armadas), sem posto de comando.
(G) Trabalho temporario, informal, sem carteira assinada.

(H) Trabalho por conta propria.

(1) Desempregada.

(J) Aposentada.

(K) Outra situacéo.

(L) Néo sei.

24. Somando a sua renda das pessoas que moram com esta crianga, quanto €, aproximadamente, a renda
familiar? (Considere a renda de todos que moram na sua casa.)

(A) Até 1 salario minimo (até R$ 420,00 inclusive).

(B) De 1 a 2 salarios minimos (R$ 420,00 a R$ 840,00 inclusive)

(C) De 2 a5 salarios minimos (R$ 840,00 a R$ 2.100,00 inclusive).

(D) De 5 a 10 salérios minimos (R$ 2.100,00 a R$ 4.200,00 inclusive).

(E) Nenhuma renda.

Quais e quantos dos itens abaixo hd em sua casa? 1 (A) 2 (B) 3 ou mais (C) Nao tem (D)
25. Radio ou Som (A) (B) (C) (D)

26. Microcomputador (A) (B) (C) (D)

27. Acesso a Internet (A) (B) (C) (D)

28. Automovel (A) (B) (C) (D)

29. Méquina de lavar roupa (A) (B) (C) (D)

30. Geladeira (A) (B) (C) (D)

31. Telefone fixo (A) (B) (C) (D)

32. Telefone celular (A) (B) (C) (D)

33.TV (A) (B) (C) (D)

34. Videocassete e/ou DVD (A) (B) (C) (D)

Como é sua casa? Sim (A) Néo (B)

35. Propria? (A) (B)

36. E em rua calcada ou asfaltada? (A) (B)

37. Tem &gua corrente da torneira? (A) (B)

38. Tem eletricidade? (A) (B)

39. E situada em comunidade indigena? (A) (B)

40. Com que idade esta crianc¢a foi matriculada pela primeira vez na escola? (A) ano(s).
(B) ainda n&o foi matriculada na escola.

41. Qual o tipo de escola esta crianca frequenta?

(A) Particular.

(B) Publica.

(C) Néo esta matriculada em nenhuma escola.

42. Que tipo de conducéo a crianca usa para vir a Fundacdo Hemominas?

(A) Carro da familia.

(B) Onibus urbano.

(C) Onibus intermunicipal.

(D) Condugéo da prefeitura.

(E) A pé.
(F) Outro:
Data da entrevista: __/_/ Assinatura do responsavel pela entrevista:
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conselho Nacional de Salde, Resolugao 196/96

Pesquisa: AVALIACAO DA TRIAGEM NEONATAL PARA DOENCA FALCIFORME E OUTRAS
HEMOGLOBINOPATIAS: DO DIAGNOSTICO NA ATENCAO BASICA A SAUDE AO TRATAMENTO
NA REDE PUBLICA ESTADUAL - Uma analise epidemioldgica, clinica e social - Hemocentro Regional de
Juiz de Fora; passado e presente da doenca falciforme”

Registro no Comité de Etica em Pesquisa - HEMOMINAS:

A anemia falciforme é uma doenca do sangue causada pela alteracdo na forma das hemacias, que ficam
parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal arredondada. Ela é uma doenca hereditéria, ou seja, o0 pai e a
mée podem transmitir para os filhos o gene alterado (hemoglobina S) que leva a doenca. A doenga falciforme
causa diferentes sintomas nos pacientes, com casos mais leves e outros mais graves. A gravidade da evolugéo
clinica pode estar relacionada com caracteristicas genéticas dos pacientes, e 0 objetivo desta pesquisa é estudar
algumas destas caracteristicas (haplétipos associados ao gene da HbS) que ja foram associadas com a doenca
falciforme. Os resultados poderdo ajudar o médico a conhecer quais 0s pacientes terdo maior risco de ter uma
doenga mais grave, e assim orienta-lo no tratamento mais adequado para evitar as possiveis complicagdes.

E por isso que nos pedimos sua autorizagio para incluirmos seu(sua) filho(a) nesta pesquisa. Caso vocé
autorize, vocé nao tera nenhum custo. Vocé respondera a um questionario e iremos colher um pouco de sangue
da veia (5 ml) da crianca para realizar os testes genéticos. A coleta de sangue serd feita por um profissional
treinado, mas em alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi
introduzida. O material coletado ficara guardado no Laboratério de Pesquisa da Fundacdo Hemominas e serd
usado apenas para os fins propostos nesta pesquisa (identificacdo dos haplétipos associados ao gene da HbS). O
resultado dos testes genéticos serd anexado ao prontudrio do participante. Na divulgacdo dos resultados, 0 nome
do paciente ndo sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade. Também é importante esclarecer que vocé tem
toda a liberdade para decidir se quer ou ndo autorizar a participacdo do seu (sua) filho(a) nesta pesquisa, pois o
paciente ndo sera prejudicado em seu atendimento caso ndo participe. Também nédo sofrerd nenhum prejuizo se
decidir participar, mas desistir depois.

Qualquer duvida que vocé tiver, vocé podera entrar em contato com Daniela Werneck no telefone
3257-3100, nos horérios de 9:00 as 16:00h, para esclarecimentos.

Eu, , responsavel pelo

menor , apb6s esclarecimentos,

autorizo o pesquisador a incluir meu (minha) filho(a) nesta pesquisa.
Rua: Bairro:

Cidade: Telefone:

Assinatura do pesquisador:

Local Data: / /

Pesquisadores responsaveis: Daniela de Oliveira Werneck Rodrigues, Marina Lobato Martins. Maria Teresa
Bustamante Teixeira, Luiz Claudio Ribeiro

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FUNDACAO HEMOMINAS: 3248-4535
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APENDICE C: Instrumento De Coleta de Dados

FICHA DE COLETA DE DADOS

Ficha n°® 1. Prontuério 2. Iniciais
Hemominas

3. Data de nascimento |

4. Sexo: () masculino ( ) feminino
5. Cor: () branca ( ) negra ( ) parda ( ) outra ( ) sem informacéo
6. Historia familiar : MAE PAI IRMAOS

( ) sem informagéo
7. Naturalidade:
8. Distancia entre residéncia e hemocentro:
( ) até 50 km ( ) de 50 a 100 km ( ) de 101 a 150 km () de 151 a 200 km
( ) de 201 a 250 km ( ) de 251 a300 km ( ) maior que 300 km
9. Cédigo do NUPAD:

10.Data do teste do pezinho:

11. Data de diagnéstico: |

12. Tipo de hemoglobinopatia:

13.Data da 12 Consulta na Hemominas :

14. Hematologista responsavel:

15. PN EN PCN ( ) sem informacéo:

16. Carteira de Vacinacao:

17. Antibioticoprofilaxia: [ |  18. Acido Félico: ]

19. Manifestagéo clinica da doenca falciforme:

( ) crise vasooclusiva () litiase biliar
() crise toracica aguda ( )AVE
( ) infeccGes ()I1CC

( ) sem informagéo

Listar todas as manifestacoes:



Numero de Internacbes

20. Transfusoes:
( )Sim: Total: ( ) Néo
( ) Regime de Hipertransfusao

21.Dosagem da Hemoglobina Fetal:2 anos 5 anos

Dosagem de Ferritina:

22. Pesquisa da Alfa talassemia por PCR: \

23. NGmero de atendimentos médicosno HRIF [ ]

24. Pesquisa das cadeias de Beta Globina:
() CAR ou Bantu (-+----)

() Benin (----+-)

() Senegal (++-+++)

() Camardes (-++-+-)

() Asidtico (++-++-)

() Outro

25. Grupo Sanguineo e Fenotipagem:

26. Perfil sorologico:

Positivo Negativo Sem informacéo
Anti-HIV 1/11
Anti-HCV
VDRL
Anti-HBc
Anti-HTLV I/11
27. ComplicacOes
( ) hemossiderose ( ) dano neuroldgico permanente
()STA () litiase
( ) Dactilite ( ) esplenectomia
( ) Priaprismo ( )AVE

29.0utras Comorbidades:

30. HYDREA ( )Sim () N&o
31.0bito: ( )sim () ndo

32. Causa de 6bito:
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() STA ( ) Infecgéo

( ) Sindrome de Sequestracédo ( ) Causa ndo relacionada a hemoglobinopatia

( ) Sem informacéo




