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RESUMO

Introdugédo: A anemia falciforme € o resultado de uma mutagdo pontual (GAG—GIG) no
codon do gene da globina B, conduzindo a uma substituicdo de acido glutdmico por valina na
sexta posi¢do da cadeia polipeptidica. A Hidroxiuréia (HU) € o quimioterapico considerado
como principal agente farmacologico capaz de prevenir as complicacdes e aumentar a
qualidade de vida dos pacientes com anemia falciforme (AF). Embora a HU tenha sido
associada com um aumento do risco de neoplasias em alguns pacientes com doengas
mieloproliferativas e AF, seu potencial mutagénico e carcinogénico ainda nio estd bem
estabelecido. Objetivo: Investigar os niveis de lesio no DNA em leucocitos de sangue
periférico e possiveis alteracdes cromossdomicas em células de medula 6ssea e correlaciona-
los com o tratamento com HU e com os polimorfismos genéticos em pacientes com AF em
Fortaleza, Ceard. Metodologia: Foram analisadas amostras de 41 pacientes com AF. Em um
segundo momento, foram selecionados os 10 pacientes que apresentaram os maiores niveis de
lesio no DNA. O grupo controle foi composto por 26 individuos saudaveis. Todos os
pacientes eram adultos e de ambos os sexos. A presenca de HbS e a analise dos hapldtipos do
cluster do gene da beta-globina foram realizadas por meio da técnica da rea¢do em cadeia
mediada pela polimerase para polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restricao
(PCR-RFLP); a determinagdo dos niveis de lesdao no DNA foi realizada pelo teste do cometa;
e a analise de possiveis alteragdes cromossomicas foi realizada pela técnica de citogenética
por bandeamento G. O nivel de significancia foi de 0,05 para todos os testes, e os dados foram
apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Resultados: O indice de dano (ID)
no grupo dos pacientes com anemia falciforme tratados com hidroxiuréia (AFHU) foi
significantemente maior do que no grupo controle (p < 0,001). Sexo e idade ndo foram
associados a lesdo no DNA nos controles ou pacientes com AFHU. No grupo de pacientes
com AFHU, o ID foi significantemente influenciado pelo tempo de tratamento com HU
(p=0,0039) e indice de massa corporal (IMC) (p= 0.001). Pacientes com tempo de tratamento
> 20 meses e IMC < 20 kg/m” tiveram um ID significantemente maior do que aqueles com
tempo de tratamento < 20 meses ¢ IMC > 20 kg/m”. Nenhuma diferenca significante em
relacdo a dose média didria de HU foi observada sobre o ID (p=0,950), contudo pacientes que
receberam uma dose de HU > 20,0 mg/kg/dia mostraram um maior ID do que aqueles que
receberam < 20.0 mg/kg/dia. Além disso, foi observada uma associagdo entre ID e haplotipos

do gene da beta-globina. Os valores de ID para o haplotipo Bantu/Bantu foram maiores



quando comparados ao haplotipo Benin/Benin; e o haplétipo Bantu/Benin teve um menor ID
do que o haplétipo Bantu/Bantu e maior do que o haplotipo Benin/Benin. Nenhuma alteragao
cromossdmica foi identificada nos 10 pacientes que apresentaram os maiores niveis les@o no
DNA. Conclusdes: O resultado mostra que a lesio no DNA na AF nlo estd somente
associada ao tratamento com HU, mas também a polimorfismos genéticos. Além disso, foi
encontrado que a presenca de genotoxicidade e polimorfismo genético favoravel nao

significam a presen¢a de mutagenicidade.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Hidroxiuréia. Genotoxicidade. Testes de

Mutagenicidade. Polimorfismos.



ABSTRACT

Introduction: The sickle cell anemia is the result of a point mutation in the B-globin gene,
leading to a substitution of glutamic acid by valine at the sixth position of the polypeptide
chain. The Hydroxyurea (HU) is the chemotherapeutic agent considered as the main
pharmacologic agent capable of preventing the complications and improving the quality of
life of sickle cell anemia (SCA) patients. Although HU has been associated with an increased
risk of neoplasia in some patients with myeloproliferative disorders and SCA, the mutagenic
and carcinogenic potential of HU has not been established. Objective: Investigate the levels
of DNA damage in peripheral blood leukocytes and possible chromosomal abnormalities of
bone marrow cells and correlate with the therapy with HU and with the genetic
polymorphisms in patients with SCA in Fortaleza, Ceara. Methods: We analyzed 41 patients
with SCA. In a second step, we selected 10 patients who had the highest levels of DNA
damage. The control group was composed of 26 healthy individuals. All patients were adults
of both sexes. The presence of HbS and the analysis of the haplotypes of the beta S gene
cluster were done by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP); to measure levels of DNA damage was done by comet assay; and the analysis
of possible chromosomal abnormalities was done by G banding cytogenetics. The
significance level was 0.05 for all tests, and data were presented as mean + standard error of
the mean (SEM). Results: The damage index (DI) in the group of patients with sickle cell
anemia treated with hydroxiurea (SCAHU) was significantly higher than in controls (p <
0,001). Gender and age were not associated DNA damage in controls or SCAHU patients. In
the group of SCAHU patients, DI was significantly influenced by length of HU treatment
(p=0,0039) and BMI (p= 0.001). Patients with length of HU treatment > 20 months and BMI
< 20 kg/m” had a significantly greater DI than those with length of HU treatment < 20 months
and BMI > 20 kg/m®. No influence significant of mean dose of HU was observed on DI
(p=0,950), however patients who received a mean HU dose > 20,0 mg/kg/day showed a
higher DI than those who received < 20.0 mg/kg/day. Futhermore, an association was
observed between DI damage and beta-globin gene haplotypes. DI values for the Bantu/Bantu
haplotype was greater when compared to the Benin/Benin haplotype; and the Bantu/Benin
haplotype had a less DI than Bantu/Bantu haplotype and greater than Benin/Benin haplotype.
Any chromosomal abnormality was identified in 10 patients who showed higher levels of

DNA damage. Conclusions: The result shows that the DNA damage in SCA is not only



associated to treatment with HU, but in addition to genetic polymorphisms. Furthermore, was
found that the presence of genotoxicity and favorable genetic polymorphism do not mean the

presence of mutagenicity.

Keywords: Sickle Cell Anemia. Hydroxyurea. Genotoxicity. Mutagenicity Tests.

Polimorphism Genetic.
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1 INTRODUCAO
1.1 A molécula de hemoglobina

A hemoglobina (Hb) é uma proteina com peso molecular aproximado de 64
kilodaltons (KD), representando 95% das proteinas dos eritrocitos. Sua principal funcdo é a
absorcdo, o transporte e a distribui¢do de oxigénio para os diversos tecidos do organismo

(BUNN; FORGET, 1986; MACKA; KATOA, 2006).

A molécula de hemoglobina ¢ formada por quatro subunidades, sendo cada
subunidade composta por uma cadeia polipeptidica, denominada globina, € um grupo heme
(Figura 1). O grupo heme ¢ formado pelo complexo ferro-protoporfirina IX, sendo o atomo de
ferro o sitio de ligagdo com o oxigénio, portanto cada molécula de hemoglobina ¢ capaz de
combinar-se com quatro moléculas de oxigénio. As cadeias globinicas se agrupam
normalmente em pares, de acordo com o tipo de hemoglobina, sendo um par denominado de
cadeias alfa (o- alfa, {- zeta) e outro de cadeias beta (B-beta, d-delta, y-gama, g-épsilon). As
cadeias das globinas alfa possuem uma sequéncia de 141 aminoacidos e as cadeias das
globinas beta uma sequéncia de 146 aminoacidos. Combinagdes entre as cadeias globinicas
dao origem as diferentes hemoglobinas presentes nos eritrocitos, desde o periodo embriondrio
até a fase adulta, sendo produzidas no decorrer das etapas do desenvolvimento humano

(BUNN; FORGET, 1986; WEATHERALL; PROVAN, 2000; MARENGO-ROWE, 2006).

Figura 1- Estrutura da Hemoglobina normal.

Cadeia polipeptidica

Cadeia g |

Cadeia o

Hemoglobina

Fonte: Silva et al., 2006.
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A génese das cadeias globinicas € regulada por agrupamentos (cl/usters) de genes nos
cromossomos 11 e 16 (Figura 2). Os genes das globinas a estdo localizados em um segmento
de DNA de 40 kilobases (Kb) no brago curto do cromossomo 16. Os genes das globinas 3
estdo localizados em um segmento de DNA de 60 kb no brago curto do cromossomo 11. A
organizagdo dos genes nos cromossomos 11 segue a mesma ordem em que sdo expressos nos
periodos embriondrio, fetal e adulto. O conjunto de todos estes genes é o resultado da
duplica¢do de um gene primordial que existiu a aproximadamente 500 milhdes de anos, sendo
provavelmente resultado de uma diferenciagdo posterior ao longo do processo evolutivo

(STEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995; HARDISON, 2001).

O grupo de genes a ¢ constituido pelos genes a' e o2, que diferem apenas no segundo
intron; pseudogenes a (y o' e y a?); gene £2; pseudogene C (v (') e gene O! (teta) (Figura 2A).
Os pseudogenes, apesar de apresentarem uma estrutura similar aos seus genes
correspondentes, ndo expressam cadeias polipeptidicas; e o gene ©, até o presente momento,
ndo esta associado a expressdo de hemoglobina funcional (STEINBERG; BENZ JUNIOR,
1995; WEATHERALL; PROVAN, 2000)

O grupo de genes B ¢ constituido pelo gene €, genes y (y"e v°), pseudogene B (w B) e
os genes o0 e P (Figura 2B). As cadeias polipeptidicas decorrentes da expressdo do gene v,
devido a mecanismos de duplicacdo e conversdo génica, diferem no aminodcido da posi¢o
136, podendo ser uma glicina (yG) ou alanina (y*) (STAMATOYANNOPOULOS;
NIENHUIS, 1994; WEATHERALL; PROVAN, 2000; NAGEL; STEINBERG, 2001).
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Figura 2- Representagdo dos locis dos genes da globina a ¢ dos genes da beta-globina humana.

A
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(A) grupo de genes da globina a, localizado no cromossomo 16p13.3.

Fonte: Weatherall e Provan, 2000.

(B) grupo de genes da beta-globina, localizado no cromossomo 11p15.5; as setas indicam o gene da beta-globina
expandido, sendo composto por 3 éxons e 2 introns, totalizando 1587 pb.

Fonte: Clark e Thein, 2004.

A regulagdo da expressdo dos genes da globina envolve mecanismos sequenciais de
ativacdo e inativagdo, resultando na sintese das diferentes cadeias globinicas. Os mecanismos
de regulacdo ainda estdo sendo estudados, mas alguns trabalhos demonstram que as interagdes
de fatores transcricionais em estagios especificos, a regido controladora do locus (LCR) no
grupo de genes [, a presenga de sitios hipersensiveis a DNAse [ (HS-40) no grupo de genes a,
as sequéncias cis que atuam positiva ou negativamente na regulacdo da transcricdo e os

fatores de transcricdo eritrdides ou ndo-eritrdides possam estar envolvidos (NAGEL;
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STEINBERG, 2001; STAMATOYANNOPOULOS, 2005; BANK, 2006; MAHAJAN;
WEISSMAN, 2006; ADORNO et al., 2008a).

Diferentes hemoglobinas foram identificadas durante o processo de desenvolvimento
ontogénico humano, sendo que as hemoglobinas Gower 1 ((€2), Gower 2 (op€;) e Portland
(C2y2) sdo encontradas somente nos primeiros estagios da embriogénese, por um periodo de
até trés meses do inicio da evolugdo gestacional; a hemoglobina fetal (HbF) (ayy2) € produzida
na vida intra-uterina, decaindo logo apds os seis meses de vida, apresentando quantidades
menores que 2 % no adulto normal; e as hemoglobinas A;(a2f2) € Az (020,) estdo presentes na
vida adulta, alcangando niveis médios de 97% e 3,5%, respectivamente (Figura 3). As
propor¢des entre as cadeias y° /y* da HbF é de 70/30 no periodo fetal e 40/60 na vida adulta
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; NAGEL; STEINBERG, 2001).

Figura 3- Representagdo esquematica da expressdo dos genes da globina e principais sitios de produgido

durante os diferentes periodos do desenvolvimento ontogénico humano.
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Fonte: Steinberg, 2001.

1.2 Hemoglobinopatias

A heranca do intenso processo de miscigenacdo ocorrido no Brasil refletiu nos
aspectos culturais, sociais e génicos da populagdo. Dentre as varias caracteristicas herdadas,

estdo as modificacdes ou mutagdes génicas que podem resultar em doencas. Como exemplo
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pode-se citar as hemoglobinopatias, que constituem uma das principais ¢ mais frequentes
doengas genéticas que acomete os seres humanos (DI NUZZO; FONSECA, 2004; SILVA
FILHO et al., 2005).

As hemoglobinopatias sdo um grupo de doencas genéticas, caracterizadas por
alteracdes na porcdo protéica da molécula de hemoglobina. Estas alteragdes sao classificadas
como estruturais ou de sintese. As alteragdes estruturais incluem substitui¢do, delegdo e
inser¢do de um ou mais aminoacidos, além da fusdo de duas cadeias polipeptidicas. As
alteracdes de sintese de hemoglobina, denominadas talassemias, envolvem a reduc¢do ou
auséncia de sintese de um ou mais tipos de cadeias polipeptidicas, dependendo do mecanismo

e gendtipo envolvido (BUNN, 1997; WEATHERALL; PROVAN, 2000).

Existem aproximadamente 1.594 variantes de hemoglobina descritas no mundo inteiro
(GLOBIN GENE SERVER, 2014). Entre as hemoglobinas variantes mais frequentes
encontram-se as hemoglobinas S, C, D e E (BUNN, 1997; WEATHERALL; PROVAN, 2000;
OLD, 2003). Segundo o Boletim da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), as doencas da
hemoglobina estdo atualmente presentes em 71% de 229 paises do mundo. Estima-se que 5%
da populagdo mundial seja portadora dos genes da hemoglobina S (HbS) e de talassemias

(MODELL; DARLISON, 2008).

O grupo de alteracdes genéticas caracterizadas pelo predominio da HbS denomina-se
Doenga Falciforme (DF), que inclui: a anemia falciforme (HbSS), as interagcdes com
talassemias (S/ p° talassemia e S/ P’ talassemia) e a associacdo com outras variantes de
hemoglobina (HbSC, HbSD). Trago falcémico ¢ a denomina¢do dada a individuos

heterozigotos para a hemoglobina S (AS) (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Os individuos heterozigotos para a HbS (AS) possuem hemacias com
aproximadamente 20 a 45% da hemoglobina variante e sdo geralmente assintomaticos; os
homozigotos (SS) possuem hemacias contendo 80% ou mais de HbS, sendo portadores de
anemia hemolitica cronica grave, acompanhada por manifestacdes clinicas variaveis

(CHANG et al., 1997; WEATHERALL; PROVAN, 2000).
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1.3 Epidemiologia da HbS

A HDS possui distribui¢do mundial, sendo mais frequente na Africa, Oriente Médio,
Sul da Europa, India, Paquistio, América do Sul e Caribe (METCALFE et al., 2007). A
Africa possui a maior frequéncia da hemoglobina variante, principalmente na regido Centro-

Ocidental, Atlantico-Ocidental e Sul (COSTA, 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a cada ano nas¢gam 300 mil
criancas com DF; entre estas, somente na Africa nascem 200 mil criancas com a forma mais

grave, a AF (BRASIL, 2009).

No Brasil, segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) do Ministério
da Saude, nascem 3.500 criangas por ano com DF e 200.000 com trago falciforme. Estima-se
que 7.200.000 pessoas sejam portadoras do traco falcémico e entre 25.000 a 30.000 possuam
DF (BRASIL, 2008; FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010).

O maior estudo de prevaléncia e distribui¢do de hemoglobinopatias realizado no
Brasil, em 1987, indicou que 3,08% dos 55.217 individuos analisados apresentavam padrdes
de hemoglobina alterados, e destes, 2,49% eram variantes estruturais. Os individuos que
apresentavam HDbAS representaram 60,95% do total dos portadores de hemoglobinopatias,
enquanto que a condi¢do HbAC foi detectada em 14,27% dos casos e a frequéncia de HbSS
foi de 0,04% (NAOUM et al., 1987).

O gene B° apresenta distribuicdo heterogénea entre os diferentes estados brasileiros,
variando de acordo com a regido estudada. Estudos de triagem neonatal para
hemoglobinopatias foram realizados, principalmente, nas regides Sudeste, Sul e Nordeste do

pais.

Na regido Sudeste, Ducatti et al. (2001) encontraram a presenca de 3,7% de traco
falcémico em 913 amostras de recém-nascidos em Sio José do Rio Preto; Brandelise et al.
(2004) descreveram a prevaléncia de 0,02% para a DF (SS e SC) ao estudarem 281.884
recém-nascidos durante o programa de triagem neonatal em Campinas. No estado do Rio de
Janeiro, foi observada a presenga de 4,7% de trago falcémico em um estudo com 99.260
recém-nascidos (LOBO et al., 2003). No estado de Minas Gerais, o programa de triagem

neonatal detectou um caso (0,06%) de DF para cada 1.591 nascimentos (SERJEANT, 2000).
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Na regido Sul do Brasil, em um estudo realizado no Rio Grande do Sul, foi encontrado
apenas um caso (0,0008%) de AF e 1,14% de traco falcémico em 117.320 recém-nascidos
(SOMMER et al., 2006). Daudt et al. (2002) encontraram 1,2% do gene S entre recém-
nascidos de Porto Alegre. A prevaléncia da AF no estado do Parand, determinada pelas
amostras das criangas que se submeteram ao "teste do pezinho", foi de 2,2% em cada 100.000

nascidos vivos (WATANABE et al., 2008).

Na regido Nordeste, Bandeira ef al. (1999) descreveram a frequéncia de 5,1% para o
tragco falcémico e de 0,2% para a DF em 1.988 recém-nascidos no estado de Pernambuco; em
Natal, Rio Grande do Norte, Araujo ef al. (2004) encontraram 1,5% de recém-nascidos com
traco falcémico e 0,05% de portadores da AF. No estado da Bahia, onde se encontra uma
significante heterogeneidade genética, Adorno et al. (2005) descreveram a frequéncia de 9,8%
de traco falcémico, 0,9% de heterozigotos duplos SC e 0,2% de portadores da AF em recém-
nascidos de uma maternidade publica da cidade de Salvador-BA; Silva ef al. (2006), em um
estudo de triagem neonatal na regido do Reconcavo Baiano, descreveram que entre 9,5 e
11,4% dos recém-nascidos sdo portadores de hemoglobina S. Em Fortaleza, Pinheiro et al.
(2006) encontraram a prevaléncia de 4,1% de portadores de HbS em 389 amostras de recém-

nascidos.

Analisando as pesquisas realizadas nas diferentes regides do Brasil, a HbS ¢ mais
frequente na regido Nordeste, o que corrobora com os dados do Ministério da Saude (ZAGO,
2002). E conhecido que a presenga da hemoglobina variante esta relacionada com o
componente afro-descendente e, segundo dados do IBGE, o Nordeste ¢ a regido que possui a
maior populagdo de descendentes negros, quando somados o nimero de individuos pretos e
pardos (Mapa da Distribui¢do Espacial da Populagdo, segundo a cor ou raca — Pretos e Pardos

- IBGE, 2010).
1.4 Anemia falciforme: do defeito molecular as manifesta¢des clinicas

A AF ¢ caracterizada pela homozigose da hemoglobina S (SS) (BONINI-
DOMINGOS, 2006), em decorréncia de uma mutagdo pontual (GAG —» GTG) no cddon do
gene da globina B, conduzindo a substituicdo de um acido glutdmico por valina na sexta
posi¢do da cadeia polipeptidica. A hemacia contendo a HbS pode sofrer polimerizacdo em
tensdes diminuidas de oxigénio, formando estruturas filamentosas que se depositam no

interior da mesma, modificando sua forma ¢ tornando-as falciformes. O fenomeno de
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falcizacdo pode ser revertido quando concentracdes elevadas de oxigénio sdo novamente
atingidos, sendo que falcizagdes sucessivas alteram a estrutura da membrana da hemdcia,
favorecendo a formacdo de células irreversivelmente falcizadas (CHANG et al., 1997,

GONCALVES et al., 2003).

A primeira descri¢do de hemaécias falciformes foi devido a observagdo de células
alongadas e em forma de “foice” no sangue periférico de um paciente anémico da India, pelo

médico Robert Herrick, em Chicago, no ano de 1910 (MARENGO-ROWE, 2006).

A formagdo de polimeros de HbS no interior das hemadcias acarreta multiplas
alteragdes na célula, tais como o efluxo de potassio, o aumento do célcio intracelular e de
membrana, a formagdo de polimeros da Hb com proteinas da membrana e a exposi¢do de
moléculas de adesio da membrana celular, entre outras. Além disso, essas alteragdes sdo
responsaveis por modular varios processos na doenga, tais como o inflamatorio cronico, dano
endotelial, aumento do estresse oxidativo e o estado do hipercoagulabilidade, através do
aumento da adesdo de hemacias ao endotélio, desencadeando fenomenos inflamatorios que
alteram também os granuldcitos e as plaquetas; enrijecem a membrana da hemacia,
encurtando sua sobrevida na circulagdo; promovem lesdes microvasculares; causam uma
deplegao de oxido nitrico (NO), que contribui para vasoconstri¢do, ativacdo da inflamagéo e
ativacdo da cascata da coagulacdo. Toda a cadeia de alteracdes que ocorrem nas moléculas,
células, tecidos e 6rgios do paciente com AF ligam o defeito molecular as manifestacdes

clinicas da doenga (Figura 4) (ZAGO; PINTO, 2007).
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Figura 4- Relagdo entre fenomenos fisiopatoldgicos e manifestagdes clinicas no paciente com anemia

falciforme.
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Fonte: Zago e Pinto, 2007.

Os pacientes com AF possuem um quadro clinico heterogéneo. Alguns pacientes
apresentam evolucdo clinica desfavoravel; com retardo no crescimento e desenvolvimento,
além de alteracdes em varios orgdos, que sdo provenientes da hemolise continua e dos
fendomenos de vaso-oclusdo ocorridos durante o curso da doenga; enquanto outros apresentam
evolu¢do menos grave (BUNN; FORGET, 1986; WEATHERALL; PROVAN, 2000; SILVA
et al.,2009a; SILVA et al., 2010).

A heterogeneidade clinica da doenca tem sido relacionada a fatores adquiridos e
genéticos. Entre os fatores adquiridos destaca-se o nivel sdécioecondmico, com as
consequentes variagdes nas qualidades de alimentag@o, prevencdo de infeccdes e assisténcia

médica (ZAGO, 2002; ZAGO; PINTO, 2007). Entre os fatores genéticos estdo as variacdes na
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concentracdo de HbF, o tipo de haplotipo associado ao gene da HbS e a co-existéncia de alfa-

talassemia (STEINBERG, 2001; ZAGO, 2002; SILVA et.al., 2009a; SILVA et al., 2010).

Entre as manifesta¢des clinicas mais frequentes da doenca estdo a anemia, ulceras de
perna, crises aplasticas, sequestro esplénico, crises algicas, sindrome tordcica aguda (STA),
acidente vascular cerebral (AVC), alteracdes pulmonares e oftalmoldgicas, priapismo, retardo
no crescimento ¢ desenvolvimento, suscetibilidade aumentada a infec¢des ¢ alteracdes em

varios 0rgdos (WEATHERALL; PROVAN, 2000; STUART; NAGEL, 2004).

A principal causa da anemia nesses pacientes € a de natureza hemolitica, outros fatores
podem contribuir para a génese da anemia ou agravad-la, como a caréncia de folato,
insuficiéncia renal, crises aplésticas e esplenomegalia, que também podem ocorrer no curso
da doenca. Embora a maioria dos pacientes com AF tenham autoesplenectomia em virtude
dos repetidos episddios de enfartes esplénicos, a preservacdo do bago € mais frequente nos
pacientes que receberam transfusdes irregularmente durante a infancia (ZAGO; PINTO,

2007).

Os sintomas e consequéncias da anemia fazem parte da evolugao da doenca, podendo
ser associada com o retardo da maturacdo sexual, com a sobrecarga cardiaca e insuficiéncia
cardiaca na terceira década de vida, além do aparecimento de ulceras de perna (ZAGO;

PINTO, 2007).

As crises aplasticas sdo mais frequentes nos primeiros anos de vida e s@o causadas por
infec¢do por parvovirus B19, que apresentam citotoxicidade principalmente aos precursores
eritroides. Em individuos normais, a aplasia transitoria produzida pela infecg¢do viral passa
despercebida, pois resulta em queda discreta da concentracdo de hemoglobina, no entanto, nos
pacientes com AF, a supressdo da eritropoese por alguns dias ¢ suficiente para agravar
acentuadamente a anemia (BORSATO er al., 2000; STUART; NAGEL, 2004; YOUNG;
BROWN, 2004; ZAGO; PINTO, 2007).

O sequestro esplénico ¢ mais frequente nos dois primeiros anos de vida, sendo
caracterizado pelo aumento do bago, diminui¢do da concentracdo de hemoglobina e
reticulocitose, podendo acarretar um colapso circulatorio que pode conduzir a o6bito por
anemia e choque hipovolémico (STUART; NAGEL, 2004). Quando ocorrem numerosos

enfartes, levando a fibrose e desaparecimento do bago nos primeiros 2-5 anos de vida, o que
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pode ser precedido de perda da fun¢do (asplenia funcional), hd& um aumento do risco de
infecgdes graves, especialmente por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis ¢ Klebsiella sp., entre outros, que podem acarretar meningites ou
septicemias graves associadas a elevada mortalidade. Essa € a principal causa de dbito na AF
dos pacientes na primeira infincia. O uso de medidas profilaticas como vacinas
antipneumocdcicas e profilaxia com penicilina reduziram drasticamente o 6bito das criangas

com a doenga (ZAGO; PINTO, 2007).

A dor no paciente falciforme pode ser aguda ou cronica. A abordagem da dor cronica é
mais complexa, principalmente porque na maioria das situacdes ndo hd uma causa unica que
pode ser tratada. Geralmente esta associada a necrose asséptica da cabeg¢a do imero ou do
fémur, causada pela isquemia dssea cronica em locais pouco vascularizados. Os eventos de
dor aguda se desenvolvem de forma bastante heterogénea e correspondem as manifestagoes
clinicas mais comuns da AF, sendo associados a isquemia tecidual aguda causada por vaso-

oclusdo. A topografia mais frequentemente relatada abrange membros inferiores e superiores

(ZAGO; PINTO, 2007).

Os episodios de dor e inchago dos pés e das maos (dactilite) correspondem a um
processo inflamatério iniciado por necrose da medula 6ssea nas por¢des distais dos membros,
sendo mais frequente nos dois primeiros anos de vida, pois com o crescimento a medula 6ssea
dessa regido ¢ substituida por medula gordurosa e a manifestagdo nao mais ocorre. Apos esse
periodo, a interrup¢do de fluxo sanguineo nas extremidades de ossos grandes e estruturas
periarticulares favorecem o desenvolvimento de crises de dor, principalmente na tibia, imero
e fémur. Crises de dor abdominal sdo frequentemente atribuidas a pequenos infartos de

mesentério (COSTA, 2001; ZAGO; PINTO, 2007).

A STA esta associada a um elevado indice de mortalidade entre os portadores da
doenga, sendo caracterizada por febre, dispnéia, dor no peito, leucocitose e infiltrado
pulmonar (KLINGS et al., 2006; ZAGO; PINTO, 2007). Envolve episddios de vaso-oclusao e
infeccdo, que estdo na maioria das vezes combinados. H4 evidéncias de que em muitos desses
casos ocorram infecgdes primarias ou secundarias por Mycoplasma, Legionella ¢ Chlamidia,
embora muitas vezes as culturas de escarro e hemoculturas para bactérias resultem negativas
(ZAGO; PINTO, 2007). A complicacdo ¢ geralmente precedida ou acompanhada de dor em
10% a 25% dos pacientes quando ocorre até¢ a idade de 10 anos, e em menos de 5% dos

pacientes apds essa idade; por outro lado, 5% a 25% dos pacientes do primeiro grupo tém
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febre, em comparagdo com cerca de 50% dos pacientes mais velhos (VICHINSKY et al.,

1997).

O AVC ¢ uma complicacdo também grave que pode afetar pacientes com AF e esta
associado a elevada mortalidade, principalmente em criangas entre 2 ¢ 5 anos de idade, com
redugdo de incidéncia entre 10 e 19 anos. Alguns fatores de risco estdo relacionados a
ocorréncia de AVC, como concentragdes diminuidas de hemoglobina total e de HDF,
leucocitose, hipertensdo, ocorréncia prévia de acidente isquémico transitorio e de STA

(BUCHANAN et al., 2004; STUART; NAGEL, 2004).

A evolugdo da AF ¢ marcada por um amplo espectro de complicagdes clinicas, que
atingem a maioria dos 6rgdos. Algumas dessas complicacdes ndo reduzem a expectativa de
vida do paciente, embora possam comprometer consideravelmente a qualidade de vida, tais
como: ulceras de pernas, retinopatia, necrose Ossea, especialmente da cabega do fémur, e
calculos de vesicula. Outras alteragdes, no entanto, comprometem a fun¢@o de 6rgaos vitais e
estdo diretamente associadas a risco de vida, destacando-se as infecc¢des, as complicacdes

cardiorrespiratdrias, a STA, a insuficiéncia renal e 0 AVC (HEENEY, 2005).

Algumas das manifestagdes t€ém uma acentuada predominancia ou estdo limitadas a
uma faixa etdria, sendo que os mecanismos nem sempre sdo evidentes. A insuficiéncia
cardiaca, a insuficiéncia renal e a retinopatia sd3o manifestacdes tipicamente tardias, pois
exigem uma longa evolugdo da les@o tissular para se manifestarem. Da mesma forma, os
calculos biliares acumulam-se apos varios anos de hemolise cronica e excre¢do aumentada de
bilirrubinas (HEENEY, 2005). Por outro lado, a dactilite limita-se aos primeiros anos de vida

(ZAGO; PINTO, 2007).

1.5 Fatores genéticos moduladores da Anemia Falciforme

Embora o mecanismo dos processos que influenciam a polimeriza¢do da HbS estejam
bem caracterizados, a explicacdo para a heterogeneidade fenotipica e a ampla variabilidade
clinica da AF permanece um mistério. Varios sdo os fatores identificados como moduladores
da clinica da AF, entre eles estdo a concentragdo de HbF, grupos de haplotipos da beta-
globina e a coexisténcia de alfa-talassemia (STEINBERG, 2001; ZAGO, 2002;
FIGUEIREDO, 2007; LETTRE et al., 2008; ADORNO et al., 2008a ; SILVA et.al., 2009a;
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SILVA et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; BANDEIRA et al., 2013; ROCHA et al.,
2013).

Hemoglobina fetal

A HDF inibe a polimerizagdo da HbS devido a formagdo de um hibrido assimétrico,
que ¢ composto por cadeias polipeptidicas das duas hemoglobinas (a.f%) (STUART;
NAGEL, 2004). O hibrido formado entre a HbS/HbF possui maior estabilidade quando
constituido pelas cadeias y° do que pelas cadeias y* . A presenca da alanina na posi¢do 136 da
cadeia y parece interferir com a interacdo entre as cadeias y e p°, diminuindo o efeito na

prevencao da polimeriza¢do da HbS (BHAUMIK, 1994).

A HbF ¢ um dos moduladores do fendtipo clinico da AF (FIGUEIREDO, 2007;
SILVA et al., 2009a). O aumento dos niveis de HbF esta associado a redu¢do da morbidade e
mortalidade da doenga (STEINBERG ef al., 2003). Atualmente diversos agentes citotoxicos,
como a hidroxiuréia (HU), tém sido utilizados e amplamente estudados no tratamento da AF,
pois estimulam a sintese de HbF (STEINBERG, 2001; FRANCESCHI; CORROCHER, 2004;
STUART; NAGEL, 2004; PLATT, 2008).

A concentragdo de HbF é geneticamente controlada. Os haplétipos ligados ao grupo de
genes da globina B e alteragdes na regido controladora do locus (LCR) da globina  sio
importantes fatores que podem alterar a concentracdo de HDbF, além desses, estdo sendo
recentemente estudados diferentes SNPs (polimorfismos de nucleotideos simples) que
parecem ser determinantes na regulacdo dessa hemoglobina (FIGUEIREDO, 2007; THEIN et
al., 2009; GALARNEAU et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Os haplotipos podem refletir variagdes polimdrficas em elementos cis regulatorios, os
quais podem alterar a ligagdo de proteinas que ativam ou inibem a transcricdo de um gene,
modificando o balanco reciproco entre a expressdo dos genes B° e y. Uma das variagdes de
elementos cis € a ocorréncia do polimorfismo C-T, localizado na posi¢do -158 da regido
promotora do gene y° (-158C-Ty"), presente nos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano, sendo
fortemente relacionado a niveis elevados de HbF, expressdo aumentada do gene vS, quando
comparado ao gene y" e, consequentemente, menor gravidade das manifestacdes clinicas

(STUART; NAGEL, 2004; STEINBERG, 2005; STEINBERG; ADEWOYE, 2006).
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A regido controladora do locus (LCR) da globina  compreende uma série de cinco
sitios hipersensiveis a acdo da DNAse I (HS-1 a HS-5), presentes entre 6 a 18 Kb na posi¢do
5’ antes do gene €, que desempenham papel importante na expressdo especifica de tecidos e
de genes do grupo da globina B (STEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995). Cada um dos sitios
contém diferentes combinagdes de dominios conservados, onde ocorre a ligacdo de proteinas
que influenciam o processo de transcrigdo. Alteragdes nas sequéncias destes dominios podem
conduzir a ligagdes que modificam a expressdo destes genes. Entre os sitios, 0 HS-2 é o que
possui maior evidéncia de associacdo com os niveis elevados de HbF descritos em pacientes
com AF (Figura 5)(STEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995; STEINBERG, 2001; ADORNO et
al., 2008a).

Figura 5- Representacdo esquematica dos sitios hipersensiveis a DNase I e sua localizagdo na regido
controladora do locus da beta-globina no cromossomo 11.

LCR
543 2 1 G, A, _
5 VbV Vv o A - ¥

Fonte: Nagel e Steinberg, 2001.

Os diferentes SNPs determinantes na regulacdo da HbF foram determinados através
dos estudos de associa¢do em todo o genoma, o qual revelou forte associagdo de SNPs em trés
diferentes genes ou locus génicos com a expressdo de HbF: Xmnl-HBG2, HBSIL-MYB, ¢
BCLI11A (Figura 6) (GREEN; BARRAL, 2011).
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Figura 6 - O locus da beta-globina e interacdo com outros loci em populagdes normais e de adultos com AF.
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Fonte: Green e Barral, 2011.

As variantes intronicas dos SNPs nos genes estdo associadas a maior ou menor
producdo de HbF. Desta forma, os SNPs regulam a expressdo de HbF modificando a globina
através de uma mutagfo estrutural que afeta a cinética de crescimento e a diferenciagdo dos

glébulos vermelhos (THEIN ef al., 2009).
Haplotipos ligados ao grupo de genes da beta-globina

E bem conhecido que os individuos sdo geneticamente diferentes e que algumas das
diferencas entre as pessoas representam mudancas genéticas patologicas. Entretanto, muito
provavelmente, podem representar variacdes silenciosas no DNA. Tais variagdes, também
designadas como comuns ou neutras, s3o denominadas de polimorfismos do DNA

(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).

O tipo de variabilidade mais comum no complexo génico da globina beta é aquele
produzido por varia¢des de sequéncias que alteram o sitio de reconhecimento de uma enzima
de restricdo. Usando uma série de enzimas de restri¢do, que identificam alteragdes especificas
no DNA, ¢ possivel identificar a constitui¢do das regides adjacentes ao locus beta. O padrio
de combinacdo dos sitios polimorficos para qualquer cromossomo é chamado de hapldtipo

(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).
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O primeiro polimorfismo associado ao gene B ° foi descrito por Kan e Dozy em 1978,
no sitio para a enzima de restricdo Hpa I, localizado na posi¢do 3' do gene, seguindo-se novas
descri¢des de outros sitios de polimorfismos de restricdo (Figura 7). Mais de duas dezenas de
sitios polimoérficos foram descritos no complexo dos genes da globina beta

(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).

A descoberta dos haplotipos do gene B ° apresentou um importante elemento de analise
antropologica para estudo das composi¢des populacionais, bem como elementos de estudo
clinico, os quais podem fornecer dados preditivos acerca da evolucdo da doenga e seu nivel de

gravidade (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Figura 7- Sequéncia de polimorfismos genéticos localizados no cromossomo 11, com o padrio de
clivagem para diferentes endonucleases de restrigéo.
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Fonte: Stuart e Nagel, 2004.

Os haplotipos da AF tém sido relatados em diferentes regides do mundo. Sdo
classificados em cinco tipos diferentes, de acordo com a origem étnica e geografica onde
predominam. O haplétipo Benin tem sido associado a Africa Ocidental; o Bantu & Africa
Oriental ¢ Centro-Sul; o Senegal & Africa Atlantico-Ocidental; o Arabe-Indiano a india e
Peninsula Arabica e o Camardes a Costa Ocidental Africana (Figura 8) (NAGEL, 1984;
SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989; GONCALVES et al., 2003).

A maioria dos cromossomos com o gene B ° tem um dos cinco hapldtipos comuns,

contudo existe uma minoria de cromossomos, aproximadamente 5%, que estdo associados
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com haploétipos menos comuns, geralmente designados como haplétipos atipicos (ZAGO et
al., 2001). Segundo Zago et al. (2000), os haplotipos atipicos s@o produzidos por diversos
mecanismos genéticos, tais como: substituicio de um nucleotidio em um dos sitios
polimoérficos de restricio; recombinagdo entre dois haplotipos B° tipicos ou, mais
frequentemente, entre um haplétipo B° tipico e um haplotipo p* diferente; e conversdo ndo
reciproca entre cromossomos de uma sequéncia de DNA, dentre esses, o mecanismo de

recombinagdo parece ser 0 mais comum.

Figura 8- Distribuigdo geografica dos haplétipos ligados ao gene da globina B 5 na Africa e regides do Oriente
Médio.

Fonte: Stuart e Nagel, (2004).

Os diferentes haplotipos da AF estdo relacionados a um quadro clinico e niveis de HbF

variados, sendo o hapldtipo Senegal associado a niveis elevados de HbF (> 15%) e curso
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clinico menos grave da doenga; o Benin a niveis medianos de HbF (5 a 15%) e curso clinico
intermediario; o Bantu a niveis diminuidos de HbF (<5%) e quadro clinico mais grave; e o
haplétipo Arabe-Indiano que apresenta niveis elevados de HbF e curso clinico heterogéneo
(NAGEL, 1984; POWARS, 1991; SILVA et al., 2010; CARVALHO et al., 2012;
BANDEIRA et al., 2013; ROCHA et al., 2013).

Alfa-talassemia

As talassemias envolvem a reduc¢do ou auséncia de sintese de um ou mais tipos de
cadeias globinicas. As talassemias alfa se devem a deficiéncia parcial ou completa da sintese

da globina o nas hemacias de individuos afetados (WAYE; CHUI, 2001).

A presencga de o-talassemia em individuos com AF tem sido associada a um efeito
inibitério na polimerizacdo intracelular da hemoglobina S, diminui¢do dos niveis de
hemoglobina corpuscular média (HCM) e uma diminui¢do nos episddios de hemolise que,
consequentemente, resultam em um aumento na concentracdo de hemoglobina e no nimero
de eritrocitos, promovendo assim uma diminuicdo da gravidade clinica da doenga (ADORNO

et al., 2008Db).

No Brasil, cerca de 20% dos pacientes com AF apresentam a-talassemia (COSTA et
al., 1989; FIGUEIREDO et al., 1996). Eventos vaso-oclusivos que sdo devidos a hemolise,
tais como AVC, ulceras de pernas, priaprismo ¢ hipertensdo pulmonar se beneficiam com a
associacdo de o-talassemia. Entretanto, episodios de dor, sindrome tordcica aguda e
osteonecrose, complicacdes mais dependentes da viscosidade sanguinea, sdo mais prevalentes
na presenca dessa associacdo (STEINBERG; EMBURY, 1986; FIGUEIREDO et al., 1996;
STEINBERG, 2005; STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

1.6 Distribuicao dos haplotipos da anemia falciforme no Brasil

A AF atinge milhdes de pessoas em todo o mundo. Do século XVI ao século XIX,
aproximadamente 10 milhdes de escravos africanos foram trazidos para as Américas, deste
total, 400.000 foram para os Estados Unidos e 3 milhdes para o Brasil. Nos Estados Unidos o
haplétipo Benin € o mais frequente, seguido pelo Bantu e Senegal em proporgdes equivalentes
(ZAGO; SILVA; FRANCO, 1999). Nas Américas do Norte ¢ Sul, no Caribe e no Reino
Unido, o haplotipo Benin também ¢ o mais frequente, embora o haplétipo Bantu seja o mais

presente no Brasil (ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992; PANTE-DE-SOUSA et al., 1998). O



34

haplotipo Senegal estd irregularmente distribuido no pais, uma consequéncia do pequeno
trafico de escravos provenientes de Senegal, Gambia, Serra Leoa e Guiné (ZAGO; SILVA;
FRANCO, 1999). Os escravos trazidos ao Brasil vieram principalmente das regides de
Angola e ilha de Sao Tomé, das regides da Costa da Mina e, em menor nimero, da Costa do
Marfim, Costa dos Escravos, Congo, Mocambique, Madagascar ¢ Cabo Verde (NAOUM,;
DOMINGOS, 1997).

O historiador Pierre Verger descreveu que os escravos da Bahia foram trazidos da
regido do Golfo do Benin (principalmente hapldtipo Benin) e o restante do Brasil recebeu
grande imigracdo de escravos do Congo e Angola (principalmente haplétipo Bantu)

(VERGER, 1987).

Sobre as origens da populagdo negra trazida ao estado do Ceara, cita-se como advinda,
na sua maioria, das regides de Angola, Congo e Mog¢ambique. Os escravos negros eram
introduzidos no estado a partir, principalmente, dos portos de Recife, Sdo Luis e, em menor

quantidade, de Salvador e Rio de Janeiro (RIEDER, 1988).

Os resultados das analises dos haplotipos nos diferentes estudos realizados no Brasil
estdo, em sua maioria, condizentes com a historia da formac¢do da populagdo brasileira,
inclusive no Ceard, que obteve o haplotipo Bantu com maior prevaléncia (SILVA et al.,

2009b).

1.7 Tratamento da Anemia Falciforme

As opcdes terapéuticas utilizadas no tratamento da AF sdo 4cido f6lico, HU,
transfusdo sanguinea e transplante de medula 6ssea. Entretanto, com as novas descobertas a
cerca da fisiopatologia da doenga t€ém surgido perspectivas no sentido de se buscar novas
propostas terapéuticas, com a finalidade de atenuar os processos de inflamagdo, estresse
oxidativo, a disponibilidade de 6xido nitrico, entre outras, colaborando para amenizar com o0s
episodios de vaso-oclusdo e de hemdlise (SILVA; SHIMAUTI, 2006; BALIGA ef al., 2010;
SCAVELLA et al., 2010; ELIAS et al., 2013; MANWANI; FRENETTE, 2013; MORRIS et
al., 2013).

Atualmente a HU ¢ o quimioterapico considerado como principal agente
farmacoldgico capaz de prevenir as complicacdes e melhorar a qualidade de vida dos

pacientes com AF (FRANCESCHIA; CORROCHERE, 2004; DEBAUN; FIELD, 2007
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BRAWLEY et al., 2008; LANZKRON et al., 2008; PLATT, 2008; WARE; AYGUN, 2009;
STEINBERG et al., 2010; VOSKARIDOU et al., 2010). E um hidroxicarbamato inibidor
seletivo da sintese da enzima ribonucleotideo difosfato redutase (RR), interrompendo o
mecanismo normal de redug¢do de desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos no passo
limitante da biossintese de DNA, mantendo assim as células na fase G1/S do ciclo celular
(MALUF et al., 2009; WARE, 2010; SANTOS et al., 2011). E usada principalmente em
neoplasias do sistema hematopoético, como na leucemia mieldide cronica (LMC). Foi
aprovada tanto pela Food and Drug Administration (em 1999) como pela Agéncia Europeia

de Medicamentos (em 2008) para o uso na AF. (HANFT et al., 2000).

A droga ao inibir a enzima RR promove a parada do ciclo celular e permite que o gene
da B-globina seja mais ativamente expressado. Ao interferir na divisdo celular, a HU altera a
cinética da proliferagdo eritréide, forcando que mais eritrocitos sejam produzidos a partir de
c€lulas progenitoras primitivas, além de estimular diretamente a producdo de HbF (FRANCO
et al., 2006). A eficacia da HU no tratamento da AF ¢ geralmente atribuido a sua capacidade
de aumentar a HbF (PLATT et al., 1984; NOGUCHI et al., 1988; CHARACHE et al., 1992;
BORGNA-PIGNATTI, 2007; VOSKARIDOU et al.,2010).

Alguns estudos mostram que a HU é também um doador de NO (6xido nitrico). E
oxidada pela hemoglobina gerando a nitrosilhemoglobina (HbNO) e NO (GLADWIN et al.,
2002; JAIN; GLADWIN, 2010), além de gerar NO através das enzimas peroxidase, urease e
catalase (JIANG ef al., 1997). Outros estudos mostram que a HU estimula a fosforilagdo e a
ativacdo da eNOS que resultam na produgdo de NO (AGIL; SADRZADEH, 2000; CANALLI
et al., 2008; COKIC et al., 2008; ELIAS et al., 2012).

Foi observado que a HU apresenta propriedades antioxidantes contribuindo com a
redugdo da peroxidagdo lipidica e formacdo de meta-hemoglobina na AF (AGIL;

SADRZADEH, 2000).

A HU ¢ considerada como um agente citotoxico, mutagénico, recombinogénico e
antineoplasico. E composta por uma estrutura molecular simples semelhante a uréia,
diferenciando-se apenas no que diz respeito a hidroxilacdo do 4&tomo de nitrogénio adjacente a
cetona da uréia, presumindo-se, dessa forma, que sua atuagdo medicamentosa esteja associada
a esse atomo (Figura 9). A droga ¢ indicada para pacientes com AF, incluindo criangas, com

trés ou mais episodios de crises vaso-oclusivas com necessidade de atendimento médico; uma
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crise tordcica aguda recidivante; um ou mais acidentes vasculares encefélicos; priapismo
recorrente € anemia grave e persistente, nos ultimos 12 meses (SILVA; SHIMAUTI, 2006;
CANCADO et al., 2009).

Figura 9 — Estrutura quimica da HU.
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Fonte: Nascimento e Melo, 2012.

A despeito desta série de efeitos benéficos, o tratamento com HU pode gerar efeitos
adversos como mielossupressao, hiperpigmentacdo cutdnea, lesdes ulcerativas em membros
inferiores e aumento dos niveis de TNF-a, agravando as crises algicas (NAHAVANDI et al.,
2000). Além disso, estudos t€ém demonstrado que a droga parece ter efeitos mutagénicos,
clastogénicos, teratogénicos e carcinogénicos (BYRD et al., 1999; HANFT et al, 2000;
GILMORE, 2003; BARBUI, 2004; DAVIES; PLATT, 2008; AYGUN, 2009; STEINBERG
etal., 2010; WARE, 2010).

Na literatura, a capacidade da HU causar cancer € controverso e a eficacia e seguranga
no tratamento a longo prazo de pacientes com AF permanece indefinido (STEINBERG et al.,
2010). Alguns estudos tém demonstrado que a hidroxiureia ¢ genotdxica, enquanto outros
estudos sugerem que a HU tem baixa mutagenicidade in vivo (HANFT et al., 2000;
FRIEDRISCH et al.,2008).

Neste contexto é importante o desenvolvimento de estudos que avaliem a seguranga da
HU, a fim de se obter informacdes mais consolidadas sobre a genotoxicidade, mutagenicidade
e carcinogenicidade desse medicamento, para que os riscos € beneficios sobre o tratamento

sejam avaliados individualmente para cada paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar os niveis de lesdo no DNA e as possiveis alteracdes cromossdmicas e

correlaciona-los com o tratamento com hidroxiuréia e com os polimorfismos genéticos em

pacientes com anemia falciforme, atendidos no ambulatério do Hospital Universitario Walter

Cantidio (HUWC) em Fortaleza-Ceara.

2.2 Objetivos especificos

Determinar os polimorfismos genéticos (haplotipos) dos pacientes com anemia
falciforme;

Analisar a distribuicdo dos haplotipos da anemia falciforme em relagdo as origens
étnicas da populacdo cearense;

Identificar os niveis de lesdo no DNA em pacientes com anemia falciforme tratados
com hidroxiuréia;

Identificar possiveis alteragdes cromossdmicas em pacientes com anemia falciforme
tratados com hidroxiuréia;

Analisar a influéncia da hidroxiuréia nos niveis de lesdo no DNA e em possiveis
alteracdes cromossomicas;

Analisar a influéncia do sexo e da idade nos niveis de lesdo no DNA;

Analisar a influéncia do tempo de tratamento com hidroxiuréia, da dose média didria
da droga e do indice de massa corporal (IMC) dos pacientes nos niveis de lesdo no
DNA;

Analisar a influéncia dos hapldtipos nos niveis de lesdo no DNA e em possiveis
alteragcdes cromossdmicas;

Avaliar o risco do tratamento com HU no desenvolvimento de genotoxicidade e

mutagenicidade.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade Federal do

Ceara sob protocolo N°110.10.10.
3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo corte transversal e analitico desenvolvido segundo as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, contida na Resolugédo de

n°® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.
3.3 Casuistica

Foram selecionados para a identificagdo dos niveis de lesdo no DNA e para a
determinag¢do dos hapldtipos, 41 pacientes adultos (20 do sexo masculino e 21 do sexo
feminino) com diagndstico clinico e laboratorial de AF (forma homozigoética SS), confirmado
por biologia molecular, com idade entre 20 a 62 anos e em tratamento com HU por pelo
menos 6 meses. A amostra representa aproximadamente 50% dos pacientes atendidos no
ambulatdrio do servi¢o de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC),
hospital de referéncia em doengas hematoldgicas em Fortaleza, CE, Brasil. Os pacientes
foram selecionados no periodo de fevereiro de 2011 a junho de 2012. Devido a gravidade da
AF, a maioria dos individuos do servico hematoldgico onde fora realizado o estudo recebia
tratamento, de modo que as comparagdes entre pacientes com AF tratados e ndo tratados com
HU nao foram possiveis. Foi utilizado para comparagdo apenas um grupo controle. O grupo
controle foi constituido por 26 individuos (6 do sexo masculino e 20 do sexo feminino), com
idade entre 60 a 78 anos, atendidos no ambulatério do HUWC. Estes pacientes ndo eram
tabagistas ou etilistas, gestantes, nem possuiam diabetes mellitus ou algum quadro de
insuficiéncia renal ou hepdtica, e/ou alguma doenga cronica que pudesse influenciar nos

resultados.

Para a andlise de possiveis alteracdes cromossdmicas foram selecionados os pacientes
que demonstraram maiores niveis de lesdo no DNA, de acordo com as seguintes
caracteristicas: haplotipo Bantu/Bantu, IMC < 20 kg/m?, em uso de HU em uma dose > 20,0

mg/Kg/dia e tempo de tratamento com a droga > 20 meses. Dentre os 41 pacientes analisados
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anteriormente, foram selecionados 10 pacientes (5 sexo masculino e 5 do sexo feminino), com

idade entre 25 a 49 anos, no periodo de julho de 2012 a julho de 2013.
3.4 Locais de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratéorio de Hemoglobina ¢ Doengas Genéticas
Hematoldgicas da Universidade Federal do Ceard e no Laboratério de Citogenética e Biologia
Molecular do Centro de Referéncia no Diagnostico do Cancer da Crianga ¢ do Adolescente

Dr. Murilo Martins do Hospital Infantil Albert Sabin.
3.5 Selecio da Amostra

Os pacientes foram selecionados aleatoriamente tendo os seguintes critérios de

inclusio e exclusdo do estudo:
Critérios de Inclusio:

e Pacientes adultos de ambos os sexos com AF em uso de HU por pelo menos 6
meses;

e Diagnéstico de HbSS confirmada por PCR -RFLP.
Critérios de Exclusio:

e Pacientes nio portadores de AF ou quando se recusarem a participar do estudo,
ndo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

e Aqueles que tenham realizado terapéutica transfusional nos tltimos trés meses;

e Pacientes em uso de quelante de ferro e de vitaminas antioxidantes;

e Pacientes tabagistas e etilistas, gestantes, com diabetes mellitus, com algum
quadro de insuficiéncia renal ou hepatica e/ou alguma doenga cronica que

pudesse influenciar nos resultados.
3.6 Coleta

Os pacientes do estudo foram selecionados apos a assinatura do TCLE, de acordo com
as orienta¢des do Comité de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade
Federal do Ceara (ANEXO). Foram apresentados dois termos de consentimento: na primeira

etapa, para a coleta de sangue periférico; e na segunda etapa, para a coleta de sangue medular.
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Amostras de dez mililitros de sangue periférico heparinizado foram coletadas, sendo
imediatamente protegidas da luz, e armazenadas a 4° C para a realizacdo do ensaio do cometa
(identificagdo dos niveis de lesdo no DNA). Amostras de dez mililitros de sangue periférico
com EDTA foram coletadas para a biologia molecular (determina¢do dos haplotipos).
Amostras de trés mililitros de células de medula d6ssea heparinizadas foram coletadas por
médico hematologista para a analise citogenética por bandeamento G (analise de alterag¢des

cromossdmicas).

3.7 Testes realizados

3.7.1 Analises moleculares

Primeiramente foi realizada a confirmagdo da HbSS e em seguida a determinagdo dos
haplotipos. Os procedimentos foram realizados através da extragdo do DNA de leucdcitos,
seguido da técnica da rea¢do em cadeia mediada pela polimerase para polimorfismo dos

comprimentos dos fragmentos de restri¢do (PCR- RFLP).

Extracdo do DNA genomico

O DNA foi isolado de leucécitos, a partir de amostras de sangue total, colhidas em
tubos contendo o anticoagulante EDTA, seguindo as instru¢des do fabricante. Foram

utilizados kits de extragdo da BIOPUR® (Biometrix Diagndstica, Brasil).

Ap6s a realizagdo do protocolo de extracdo, todas as amostras de DNA extraido foram
quantificadas no aparelho NANODROP (Thermofisher- USA), para posterior amplificagcdo
génica. As amostras foram armazenadas por até 24 horas, a -20° C, at¢ o momento da

utilizagdo.

PCR-RFLP

Tanto a confirmagdo da HbSS quanto a determinagdo dos haplétipos foram realizadas
por essa técnica de PCR. A técnica utiliza enzimas de restri¢do para detec¢do de mutagcdes e
polimorfismos genéticos. As enzimas de restricdo reconhecem sitios especificos na sequéncia
do DNA amplificada, que ¢ clivada somente quando o sitio estd presente, gerando fragmentos

de varios tamanhos que s3o separados e analisados por eletroforese, sendo posteriormente
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detectados pela coloragdo com brometo de etidio ou outro corante fluorescente (CLARK;

THEIN, 2004).
Confirmaciao da HbSS

A reacdo foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 11 pL de 4gua para injecdo; 12,5 pL de PCR Master Mix; 0,25 pL do
oligonucleotideo P277; 0,25 uL do oligonucleotideo P278; e 1 uL de DNA genomico. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos;
acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e
mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6
horas. Apds amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL do mix da
enzima Dde I (3,3 pL de agua para injecdo; 0,2 uL da enzima Dde I; 1,5 uL do tampao da
enzima) a 10 pL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas

(SAIKI et al., 1985).
Determinacio dos haplétipos

Foram analisados seis sitios polimorficos de restricdo, seguindo a metodologia de
Sutton; Bouhassira e Nagel (1989): 1. XmnI 5%, 2. Hind III y°, 3. Hind III y*, 4. Hind II wp,
5. Hinc II 3’yp, 6. Hinf I 5’3. As informacdes sobre a sequéncia dos oligonucleotideos,
enzimas utilizadas para cada regido, tamanho do fragmento apds amplifica¢do e o tamanho
dos fragmentos apds clivagem com enzimas de restrigdo para a confirmagdo da HbSS e

determinac¢do dos hapldtipos estdo representadas no Quadro 1.
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Quadro 1- Sequéncia dos oligonucleotideos e enzimas utilizadas para a detec¢do dos hapldtipos da anemia falciforme;
regides dos sitios polimorficos; tamanho dos fragmentos gerados antes e apos clivagem.

Tamanho
Oligonucleotideos Enzima | Regiio do Fragmentos apos

fragmento clivagem

P277: 55GGCAGAGCCATCTATTGCTTA 3° cddon 6

P278: 5’ACCTTAGGGTTGCCCATAAC 3’ Dde 1 (GAG-GTG) 382pb 288pb+88pb

HO: "’AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3° Xmn 1 5%y 650pb 450pb+200pb

HI1: 5’ AGGAGCTTATTGATAACCTCAG 3’

H2: 5’AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 3° HindlIll ys 780pb 430pb+340pb+10pb

H3: STGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’

H3: 5TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’ Hind IIl | y* 760pb 400pb+360pb

H4: STAAATGAGGAGCATGCACACAC 3’

H5: ’GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3° Hind Il vpB 701pb 360pb+340pb+1pb

H6: 5’ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’

H7: TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ Hinc 11 3’y 590pb 470pb+120pb

H8: 5’ GGACCCTAACTGATATAACTA 3°

H9: 5’>CTACGCTGACCTCATAAATG ¥’ Hinf1 5°B 380pb 240pb+140pb

H10: S’CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’

Fonte: Sutton, Bouhassira e Nagel, 1989.

Todas as amostras foram analisadas para os seis sitios polimoérficos seguindo os

seguintes protocolos:

HO e H1: A reacio foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 11 pL de dgua para injec¢do; 12,5 uL de Master Mix; 0,25 puL do oligonucleotideo
HO; 0,25 puL do oligonucleotideo H1; e 1 uLL de DNA genomico. O processo de amplificagdo
foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida de 35 ciclos
compreendendo desnatura¢do a 94°C por 45 segundos, pareamento dos oligonucleotideos a
60°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; € mais um ultimo ciclo
de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4°C por até no maximo 6 horas Apds

amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 uL. do mix da enzima Xmnl
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(3,3 pL de 4gua para inje¢do; 0,2 uL da enzima Xmnl; 1,5 pL do tampao da enzima) a 10 pL

do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H2 e H3: A reacio foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 pL de 4gua para injecdo; 12,5 pL de Master Mix; 0,5 pL do
oligonucleotideo H2; 0,5 uLL do oligonucleotideo H3; e 1 uLL de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4°C por até¢ no maximo 6 horas Apds
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL. do mix da enzima
HindIII (3,3 pL de 4gua para injecdo; 0,2 pL da enzima Hindlll; 1,5 L do tampao da enzima)

a 10 pL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H3 e H4: A reacio foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 pL de 4gua para injecdo; 12,5 pL de Master Mix; 0,5 pL do
oligonucleotideo H3; 0,5 puL do oligonucleotideo H4; e 1 uL. de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extens@o a 72°C por 7 minutos, mantido a 4°C por até no maximo 6 horas Apds
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL. do mix da enzima
HindlII (3,3 pL de 4gua para injecdo; 0,2 uLL da enzima HindlIII; 1,5 pL do tampao da enzima)

a 10 pL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

HS e H6: A reacio foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 pL. de agua para injecdo; 12,5 pL. de PCR Master Mix; 0,5 uL do
oligonucleotideo HS; 0,5 puL do oligonucleotideo H6; e 1 uL. de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apds
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL. do mix da enzima Hind
11 (3,3 puL de 4gua para inje¢do; 0,5 uL da enzima Hind II; 1,5 pL. do tampao da enzima) a 10

pL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.
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H7 e H8: A reagdo foi realizada para um volume final de 25 puL. No eppendorf foram
adicionados 10,5 pL de agua para injecdo; 12,5 pL de PCR Master Mix; 0,5 pL do
oligonucleotideo H7; 0,5 uLL do oligonucleotideo H8; e 1 uL. de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagio prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 57°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apds
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL. do mix da enzima Hinc
11 (3,3 uL de 4gua para injecdo; 0,2 uLL da enzima Hinc II; 1,5 pL do tampao da enzima) a 10

pL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H9 e H10: A reacdo foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 10,5 pL. de agua para injecdo; 12,5 pLL de PCR Master Mix; 0,5 uL do
oligonucleotideo H9; 0,5 puL do oligonucleotideo H10; e 1 uLL de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 57°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e
mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 10 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6
horas. Apds amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 pL do mix da
enzima Hinf I (3,3 uL de agua para inje¢do; 0,2 puL da enzima Hinf I; 1,5 uL do tampao da

enzima) a 10 pL. do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

O PCR Master Mix utilizado nos protocolos foi da marca Fermentas (0,025 de Taq
DNA Polimerase; 2 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP) e as reagdes de amplifica 51

foram desenvolvidas no termociclador Eppendorf.

Os resultados da amplificagdo foram submetidos a corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 15 minutos, ¢ visualizados em cdmara de

UV (ultravioleta) apos coloragdo com brometo de etidio.

Os resultados da digestdo enzimatica foram submetidos a corrida eletroforética em gel
de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e visualizados em cdmara

de UV (ultravioleta) apos coloragdo com brometo de etidio.
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Os resultados da digestdo enzimdtica das amostras foram analisados de acordo com o

padrdo de polimorfismos para cada haplétipo que esta representado no Quadro 2.

Quadro 2- Padrio de polimorfismos para cada haplétipo.

Regido/ Enzima 59° " y wp 3yp 5B
— Xmn 1 HindlIll Hind 111 Hind I1 Hinc 11 HinfI
Haplétipo
Senegal + + - + + +
Benin - - - - + -
Bantu - + - - - -
Camardes - + + - + +
Arabe-Indiano + + - + + -

Fonte: modificado de Stuart e Nagel, 2004.

3.7.2 Identificacdo dos niveis de lesao no DNA

Os niveis de lesdo no DNA foram identificados utilizando-se o ensaio do cometa. O
ensaio vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido as suas peculiaridades e
vantagens quando comparado a outros testes para detec¢do de substincias genotodxicas. O
teste ndo ¢ utilizado para detectar mutacdes, mas sim lesdes gendmicas que, apos serem
processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas pelo
teste do cometa sdo passiveis de correcdo. Assim, o teste pode ser utilizado em estudos de
reparo do DNA, embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo. O
resultado podera avaliar se houve ou ndo um efeito e estimar o tamanho deste efeito, podendo
ser importante no diagnostico precoce, progndstico e tratamento do cancer. Na AF o ensaio
pode ser utilizado para detectar a intensidade da lesdo no DNA e a resposta a medicacdo
utilizada na doenga, a HU (MCKENNA; OLIVE; BANATH, 2006; MCKEOWN;
MCKELVEY, 2008; BARBERINO; JUNIOR; DOMINGOS, 2012).

De forma sucinta, no ensaio do cometa, quando as células sdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusdo em condi¢des alcalinas, demonstram a
existéncia de lesdo no DNA em forma de cometa, quando visualizadas em um microscépio de
fluorescéncia. A lesdo de cada célula ¢ quantificada de acordo com classes padronizadas e
pré-estabelecidas (SINGH et al.,1988; OLIVE; BANATH; DURAND, 1990; FAIRBAIRN;
MALUF; ERDTMANN, 2000).
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O protocolo utilizado no presente estudo seguiu a metodologia descrita por Singh ef al.
(1988). O ensaio foi realizado de acordo com protocolos gerais para o uso in vivo do ensaio

do cometa (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Preparacio das laminas

As laminas foram previamente cobertas por solucdo de agarose de ponto de fusdo
normal a 1,5% e, posteriormente, mantidas em temperatura ambiente até a solidificagdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdao da segunda camada de agarose de
baixo ponto de fusdo. Aproximadamente 20.000 células em 10uL foram misturadas com
120uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,8% para formar a suspensdo de células. Em
seguida, a suspensdo de células foi aplicada rapidamente sobre a primeira camada de agarose,
sendo a lamina, entdo, coberta com a laminula (24x60mm) e mantida em baixa temperatura
(4-8°C) por 5min até solidificar a agarose. A laminula foi retirada e a 1dmina mergulhada em
solucdo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA , 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO e
1% N-Lauroyl sarcosine; pH 10) a 4°C e protegida da luz.

Eletroforese

Ao serem removidas da solucdo de lise, foram mergulhadas rapidamente em solucdo
de neutralizacdo (0,4M tris; pH 7,5) e colocadas na posi¢do horizontal na cuba de eletroforese.
Esta deve estar em um “banho de gelo”, para manter a temperatura da eletroforese constante
em torno dos 4°C. A cuba foi preenchida com a solu¢do de eletroforese (ImM EDTA, 300mM
NaOH; pH>13) recém-preparada, a um nivel superior (0,25cm, em média) as laminas. Estas
ficaram em repouso por 20min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de
suas ligagdes e a exposicao dos sitios alcali-labeis. A eletroforese foi conduzida usando 25V e
300mA por 20min. Todos esses passos foram realizados na auséncia de luminosidade. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solu¢do de neutralizagdo

por Smin.

Coloracao

As laminas foram fixadas com etanol a 100% e, posteriormente, coradas com 50ul de
solugcdo de Brometo de Etidio (20ug/mL), cobertas com laminula e analisadas no microscépio

de fluorescéncia.
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Analise das laminas

Para a avaliagdo dos danos ao DNA, 100 células por paciente foram analisadas em um
microscopio de fluorescéncia (aumento de 200x). As células foram avaliadas visualmente e
receberam pontua¢do de 0 (auséncia de migracdo) a 4 (migragdo maxima) de acordo com a
intensidade da cauda (forma e tamanho). A pontuagao total (ID) para 100 células variou de 0
(todas as células sem migracdo) a 400 (todas as células com a migragdo maxima). Laminas de

pacientes e controles foram processadas, codificadas e avaliadas em conjunto.

0= sem danos (<5%)

1= baixo nivel de danos (5-20%)

2 = médio nivel de danos (20-40%)
3 = alto nivel de danos (40-95%)

4 = dano total (95%)

AN NN

3.7.3 Analise de alteracées cromossomicas

Os pacientes onde foram observados maiores niveis de lesdo no DNA foram
submetidos a andlise de alteragdes cromossOmicas através da analise citogenética por
bandeamento G. A citogenética constitui uma ciéncia que estuda e analisa os cromossomos
humanos com o intuito de identificar possiveis alteragdes numéricas (ganho e perda de
cromossomos) e/ou estruturais (translocacdes, inversdes, dele¢des, dentre outras), a fim de
diagnosticar e determinar o progndstico de diversas condicdes patoldgicas (GERSEN;

KEAGLE, 2005).

O genoma humano é constituido por 46 cromossomos (ou 23 pares), sendo 44
autossOmicos e 2 sexuais, contribuindo de forma decisiva para estudos de doencgas genéticas e
de evolugdo. Os cromossomos ndo se apresentam uniforme ao longo de todo o seu
comprimento, uma vez que possuem uma contricdo primaria, o centromero, que divide o
cromossomo em dois bracos (brago curto — p; brago longo — q) e podem apresentar
constrigdes secundarias, como as regides organizadoras do nucléolo. Além dessas diferencas,
cada cromossomo apresenta um padrdo caracteristico de bandas. Por meio de técnicas de
coloragdo especial, que coram seletivamente o DNA, cada par cromossomico ¢&

individualmente identificado; isto ocorre por apenas um breve periodo, durante a mitose, na
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metafase, quando estdo condensados ao maximo e quando os genes sdo transcritos em baixos

niveis (GERSEN; KEAGLE, 2005).

As técnicas de bandeamento cromossdmico expandiram os horizontes da citogenética.
A primeira aplicagdo do bandeamento deu-se no pareamento cromossomico. Essas técnicas
tém possibilitado compreender melhor as alteracdes cromossdmicas que se estabelecem em
cada genotipo. Na andlise citogenética por bandeamento G, 0s cromossomos sao
desproteinizados por ac¢do da tripsina e, posteriormente, corados com Giemsa (de onde deriva
o nome bandas G). Os cromossomos mostram um padrdo de bandas claras e escuras, no qual
as faixas escuras correspondem ao DNA rico em bases AT e poucos genes ativos; e as bandas
claras tém DNA rico em bases GC e apresentam muitos genes ativos (GERSEN; KEAGLE,
2005).

O protocolo utilizado no presente estudo seguiu a metodologia descrita por Chauftaille
et al. (1997). A medula 6ssea previamente colhida com heparina, de forma estéril, foi dividida
em dois frascos contendo RPMI (pH 7,0), 3mL de soro fetal bovino e 100uL L-glutamina.
Este material foi cultivado por 24 horas a 37°C. Uma hora antes do término da cultura foram
adicionados 50uL de colchicina por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e
ressuspendido em solugdo hipotonica de KCI 0,075M e fixado em solug¢do de Carnoy, acido
acético e metanol na proporcao de 3:1, por 4 vezes. Para confec¢do das laminas para analise, o
material foi gotejado em laminas de microscopia e deixado para secagem ao ar. As bandas
foram feitas pela técnica de tripsina-giemsa (GTG), sendo analisadas, quando possivel, pelo
menos 20 metafases de cada paciente, sendo o caridtipo montado de acordo com o Sistema
Internacional de Nomenclatura em Citogenética Humana (SHAFFER; LOVAK;
CAMPBELL, 2009). As metafases foram capturadas em sistema computadorizado

(CHROMU) com software para cariotipagem, e o cariotipo digitalizado.
3.8 Analises estatisticas

Duas analises univariadas foram realizadas para testar o efeito de todas as variaveis
com os valores de ID (Indice de Dano) detectados no ensaio do cometa. Na primeira analise,
os individuos foram agrupados de acordo com sexo e idade, de modo a comparar o dano ao
DNA entre os pacientes com Anemia Falciforme tratados com Hidroxiuréia (AFHU) e os
controles. A segunda andlise foi realizada dentro do grupo de pacientes com AFHU para

avaliar o efeito das seguintes varidveis com o ID: indice de massa corporal [IMC = peso (kg)
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/altura (m?)], dose média diaria de HU por peso, tempo de tratamento com HU e haplétipos do

gene da beta-globina.

A idade, IMC, dose média diaria de HU e dura¢do do tratamento foram separados em
duas categorias de acordo com a mediana. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
utilizado para analisar os valores de ID e para comparar varidveis que resultaram diferenca
significante na analise univariada. Esta comparag¢do foi também utilizada para testar as
diferencas entre os individuos com AFHU e os controles, e entre os individuos com AFHU. O
teste ndo paramétrico Kruskal -Wallis e o pos-teste de Dunn foram utilizados para analisar a
lesdo ao DNA de acordo com os hapldtipos do gene da beta-globina avaliados utilizando o
ensaio do cometa e os valores de duracdo do tratamento, dose média diaria de HU e IMC de

cada haploétipo em pacientes com AFHU.

O programa estatistico (SPSS 10.0) para Windows foi utilizado para todas as analises
de dados e graficos foram construidos com o GraphPad Prism 5.0 para Windows . O nivel de
significancia foi de 0,05 para todos os testes, € os dados foram apresentados como média +

erro padrao da média (EPM).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes estudados

Foram avaliados a extensdo da lesdo no DNA e identificados os haplotipos do gene da
beta-globina de 41 pacientes (20 homens e 21 mulheres) com AF (hemoglobinopatia SS), com
idade entre 20-62 (35,5 £ 2,3) anos, que estavam recebendo doses orais de HU entre 15-25
(20,0 £ 0,6) mg/kg/dia, durante 6-60 (18 £ 3,4) meses. O grupo controle foi composto por 26

individuos normais (6 homens e 20 mulheres) com idade entre 60-78 (66 + 2,1) anos.

4.2 Distribuicdo e determinac¢io dos haplotipos do gene da beta-globina

As combinagdes de hapldtipos identificados nos 41 pacientes com AF estudados
foram: Bantu/Bantu (41%), Benin/Benin (15%) e Bantu/Benin (44%). Dos cromossomos

analisados, 63% foram do tipo Bantu e 27% do tipo Benin.

A tabela 1 mostra o nimero de cromossomos e pacientes com os haplétipos Bantu e
Benin na populagdo estudada. O haplotipo Bantu foi o mais prevalente (52 cromossomos
Bantu, 17 pacientes Bantu/Bantu homozigoto e 18 pacientes Bantu/Benin heterozigoto),
seguido pelo haplotipo Benin (30 cromossomos Benin, 6 pacientes Benin/Benin homozigoto e

18 pacientes Bantu/Benin heterozigoto).

Tabela 1 - Distribuicdo dos haplétipos, cromossomos e gendtipos na populagdo estudada
(n=41).

Haplotipo Cromossomos (n) Genotipo Pacientes (n)
Bantu 52 Bantu/Bantu 17
Benin 30 Benin/Benin 6

Bantu/Benin 18

n, numero.
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Os hapldtipos do gene da beta-globina foram apresentados a partir da auséncia (-) e

presenca (+) de cada sitio de restri¢do nos 41 individuos com HbSS. O haplétipo Bantu/Bantu

é (+) para y°- Hind III, o Benin/Benin ¢ (+) para 3" yp- Hinc II e o haplétipo Bantu/Benin ¢

(+) para y°- Hind III e 3*yp- Hinc II (Tabela 2).

Tabela 2- Determina¢@o dos haplotipos dos pacientes.

Gendtipo dos pacientes RFLPs*
57° y° Y vp 3wp 5P
Xmn [ HindIIl Hind Il Hind I Hinc Il  HinfI
Bantu/Bantu +
Bantu/Benin + +
Benin/Benin +

* RFLPs, sitios de restri¢ao.

4.3 Valores de ID dos pacientes e dos controles e a correlagio com o sexo e idade

A tabela 3 mostra que os valores de ID para os pacientes com AFHU (ID= 25,0 + 2,6)

foram maiores quando comparados ao grupo controle (ID=5,0 +0,2) (p <0,001). O ID nio foi

influenciado pelo sexo para ambos pacientes (p=0,49) e controles (0,77). Individuos jovens (<

35 anos) do grupo AFHU tiveram um menor ID quando comparados a individuos do mesmo

grupo com maior idade (> 35 anos), embora a diferenga n3o tenha sido significante. A

influéncia da idade nao foi avaliada no grupo controle, pois todos os individuos eram idosos.

Tabela 3 - Lesdao no DNA de acordo com o sexo e idade no grupo controle e nos pacientes

com AFHU.
ID + EPM P ID + EPM P

Grupo Controle 5,0+0,2 Grupo AFHU 25,0+2,6 <0,001*
Sexo (n) Sexo (n)
Masculino (6) 5,4+04 0,87  Masculino (20) 18,5+ 3.7 0,49
Feminino (20) 5,0+0,3 Feminino (21) 28,0+3,9
Idade (26) Idade (n)
60-78 anos 5,0+0,2 <35 anos (21) 15,1 £4,1 0,77

>35anos (20)  25,0+4,6

AFHU: pacientes com anemia falciforme tratados com hidroxiuréia; ID: indice de dano; EPM: erro padrido da

média; n: nimero de individuos; p: significancia estatistica.
* Significancia estatistica de acordo com o teste Mann—Whitney.
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4.4 Valores de ID e sua correlacio com o tempo de tratamento com HU, dose media

diaria de HU e IMC dos pacientes com AFHU

A tabela 4 mostra que os valores de ID foram significantemente influenciados pelo
tempo de tratamento com HU (p=0,0039) e IMC (p= 0.001). Individuos com tempo de
tratamento > 20 meses ¢ IMC < 20 kg/m’ tiveram um ID significantemente maior do que
aqueles com tempo de tratamento < 20 meses ¢ IMC > 20 kg/m’. Nenhuma diferenca
significante foi observada sobre o ID em relagdo a dose media didria de HU (p=0,950),
contudo os individuos que receberam uma dose média > 20,0 mg/kg/dia apresentaram um

maior ID (DI=35,0 £ 6,2) que aqueles que receberam < 20.0 mg/kg/dia (DI = 14,2+4,5).

Tabela 4 - Lesd@o no DNA de acordo com o tempo de tratamento com HU, dose media diaria
de HU e IMC dos pacientes com AFHU.

ID + EPM p
Tempo de tratamento (n)
<20 meses (17) 12,0 £3,8 0,0039*
> 20 meses (24) 42,0 £4,6
Dose média diaria de HU (n)
< 20,0 mg/kg HU (16) 142+45 0,950
> 20,0 mg/Kg HU (25) 350+6,2
IMC (n)
<20 kg/m* (29) 46,7+2,0 <0,001*
> 20 kg/m” (12) 14,6 2,2

IMC: indice de massa corporal; HU: hidroxiuréia; AFHU: pacientes com anemia falciforme tratados com HU,
ID: indice de dano; EPM: erro padrio da média; n: nimero de individuos; p: significAncia estatistica na
comparagdo do ID entre os grupos.

* Significancia estatistica de acordo com o teste Mann—Whitney.
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4.5 Valores de ID dos pacientes e a associacdo entre os haplotipos do gene da beta-

globina

A tabela 5 e a figura 10 mostram uma associag¢@o importante entre ID e hapldtipos. Os
valores de ID para o haplotipo Bantu/Bantu foram maiores quando comparados ao haplétipo
Benin/Benin (p=0,0276). Além disso, o haplotipo Bantu/Benin teve um menor ID que o
haplotipo Bantu/Bantu e maior ID que Benin/Benin, embora sem diferenca significante.
Nenhuma diferenga em relagdo ao tempo de tratamento com HU, dose media didria de HU e

IMC foi encontrada na andlise dos haplétipos.

Tabela 5 - Lesdo no DNA de acordo com os haplétipos do gene da beta-globina e valores de
ID segundo o tempo de tratamento com HU, dose media diaria de HU e IMC para cada
haplétipo nos pacientes com AFHU.

Haplotipos (n)

Bantu/Bantu Bantu/Benin  Benin/Benin p
(17) (18) (6)

ID + EPM 350+£3,5 12,4+42 8,8+ 6,3 0,0276*
Tempo de tratamento 36,5+ 6,3 145+1,8 20,0+ 5,7 0,11
(meses)
Dose media didria de HU 22,0+ 1,0 17,5+ 1,3 20,0+ 1,5 0,9540
(mg/Kg)
IMC (Kg/m?) 19,0+ 1,7 18,0+2,0 19,0+23 0,87

IMC: indice de massa corporal, HU: hidroxiuréia; AFHU: pacientes com anemia falciforme tratados com HU;
ID: indice de dano; EPM: erro padrdo da média; n: nimero de individuos; p: significancia estatistica.
* Significancia estatistica de acordo com o teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn's Multiple Comparison.



Figura 10- ID para cada haplétipo do gene da beta-globina nos pacientes com AFHU.
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*grupos que apresentaram diferenga estatisticamente significante.
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4.6 Perfil dos pacientes selecionados para analise de alteracdes cromossdomicas

Para andlise de alteracdes cromossdmicas foram avaliados 10 pacientes (5 homens e 5
mulheres) com AFHU que demonstraram maiores niveis de lesdo no DNA, com idade entre
25-49 (35,4 £ 3,0) anos, haplétipo Bantu/Bantu, IMC < 20 (19,4 = 0,3) kg/m2 , em uso de HU
em uma dose > 20,0 (21,6 £ 0,7) mg/Kg/dia e tempo de tratamento com a droga entre 24-70
(49 £4,1) meses.

4.7 Determinacio dos haplotipos do gene da beta-globina, valores de ID e resultados da

analise de alteracdes cromossomicas

Os haplotipos do gene da beta-globina foram apresentados a partir da auséncia (-) e
presenca (+) de cada sitio de restri¢ao nos 10 individuos com HbSS. A tabela 6 mostra o perfil
de restricdo dos pacientes estudados na andlise citogenética, o hapldtipo identificado foi o

Bantu/Bantu; mostra também os valores de ID e os resultados da analise citogenética.

Tabela 6 - Haplotipos, valores de ID e anélise citogenética nos pacientes estudados (n=10).

Haplotipos (RFLPs*) ID + EPM  Andlise Citogenética

Bantu/Bantu - - 37+3,4 46, XX ou 46,XY

XX(sexo feminino), XY (sexo masculino)

RFLP, sitios de restri¢do.

Os seis RFLP’s usados para definir os haplotipos estdo na seguinte ordem: 5°y%- Xmnl, y°- Hind III, y*-
Hind III, yB- Hind II, 3’yf- Hinc II, 5’6- Hinf L.
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4.8 Analise de alteracdes cromossomicas por citogenética por bandeamento G

Todos os pacientes apresentaram cariotipo normal. A figura 11 mostra o cariétipo com
banda G de um paciente do sexo feminino: o resultado da andlise das células em metafase
pode ser descrito como 46, XX, ou seja, 46 cromossomos sem alteragdes de um paciente do

sexo feminino.

Figura 11- Resultado da Citogenética com banda G de um paciente do sexo feminino.

1 2 3 4
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Paciente apresentando caridtipo normal, composto por 46 cromossomos sem anormalidades.



60

DISCUSSAO




61

5 DISCUSSAO

A AF ¢ uma doeng¢a hereditdria comum no Brasil. Conforme visto anteriormente,
apresenta uma variedade de complicagdes clinicas que podem levar os pacientes a dbito
(ZAGO; PINTO, 2007). A maior susceptibilidade a infec¢des bacterianas, resultante da
destruicao do baco ainda nos primeiros anos de vida, pode ser considerada a principal causa
de morte dos pacientes com AF, entre as mais importantes infec¢des estdo: sindrome toracica
aguda, meningite, septicemia, gastroenterite e crise aplastica (PLATT et al., 1994). Segundo
Zago (2002), essas infec¢des t€ém uma evolugdo fatal rapida, portanto podem ser responsaveis
por mortes subitas ou por causas ndo diagnosticadas nos primeiros anos de vida em criangas

sem diagnostico precoce da doenga.

Paises como os Estados Unidos e a Jamaica j& demonstraram que a maneira mais
eficiente e efetiva para reduzir a morbimortalidade da AF ¢ a triagem neonatal, uma vez que o
diagnostico precoce permite a inser¢do do paciente em programas de saude multidisciplinares,
com a utilizagcdo de cuidados preventivos e orientacdo aos pais, proporcionando melhoria na
qualidade e sobrevida desses pacientes (PLATT et al., 1994; WIERENGA; HAMBLETON,;
LEWIS, 2001). No Brasil, a portaria n° 822/01 do Ministério da Satde incluiu as
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal, permitindo assim o
diagnostico precoce e reconhecendo a doenca como um problema de satde publica no pais
(ZAGO, 2002). Apesar do diagnostico precoce, varios fatores importantes sobre a doenca
ainda ndo foram completamente esclarecidos, tais como: os motivos da heterogeneidade

fenotipica e as consequéncias do tratamento medicamentoso disponivel a longo prazo.

Muitos autores tém atribuido a heterogeneidade fenotipica da doenga aos diferentes
haplotipos da AF. Existem trabalhos realizados por nosso grupo que demonstram que o perfil
inflamatoério, o perfil oxidativo, os niveis de hemoglobina fetal, o aparecimento de doenga
renal e diferentes manifestagdes clinicas estdo correlacionados com os diferentes hapldtipos
(SILVA et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; BANDEIRA et al., 2013; ROCHA et al.,
2013).

O tratamento medicamentoso disponivel trata-se da HU. Conforme mencionado
anteriormente, a HU ¢ o quimioterapico considerado como principal agente farmacoldgico
capaz de prevenir as complicacdes e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com AF

(FRANCESCHIA; CORROCHERE, 2004; DEBAUN; FIELD, 2007; BRAWLEY et al.,
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2008; LANZKRON et al., 2008; PLATT, 2008; WARE; AYGUN, 2009; STEINBERG et al.,
2010; VOSKARIDOU et al., 2010). A eficacia clinica da terapia com HU, bem como a
facilidade da administragdo oral, fazem da droga uma atrativa opcdo terapéutica para
pacientes com doengas mieloproliferativas ¢ AF. No entanto, embora a literatura muitas vezes
ndo relate os perigos associados a terapia com a droga, é conhecida a possibilidade de efeitos

mutagénicos e carcinogénicos em tratamentos mais duradouros (FRIEDRISCH et al.,2008).

No presente estudo avaliamos os niveis de lesio no DNA em sangue periférico de
pacientes com AF tratados com HU e em individuos sauddveis como controles, utilizando o
teste do cometa. Além disso, avaliamos a associacdo entre os niveis de lesio no DNA em
sangue periférico de pacientes com AF tratados com HU e os hapldtipos do gene da beta-
globina, a fim de conhecermos se a influéncia dos haplotipos relacionada a heterogeneidade
fenotipica da doenga, também esta correlacionada a toxicidade da HU nos pacientes, uma
analise nunca realizada anteriormente. E importante destacar que o teste do cometa nio ¢
utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes gendmicas que, apos serem processadas,
podem resultar em mutacdo, portanto, em um segundo momento, avaliamos a presenca de
alteragdes cromossdmicas nos pacientes pela técnica da citogenética classica por
bandeamento G (OLIVE; BANATH, 2006; MCKENNA; MCKEOWN; MCKELVEY, 2008;
BARBERINO; JUNIOR; DOMINGOS, 2012).

Em relacdo aos hapldtipos identificados no presente estudo, na andlise dos 82
cromossomos B° foi encontrada uma maior prevaléncia do haplétipo Bantu, seguido do
haplétipo Benin. O resultado estd em conformidade com um trabalho realizado por nosso
grupo anteriormente, que determinou em 68 cromossomos a presenga de 66% do hapldtipo

Bantu e 23% do haplétipo Benin (SILVA et al., 2009b).

O Brasil € um pais de grande heterogeneidade étnica. Um dos fatores mais marcantes
da histéria do pais foi a grande influéncia africana, fazendo-se de forma mais ou menos
intensa, a depender da regido do pais e da diversidade étnica dos imigrantes. A distribui¢ao
geografica da HbS no Brasil tem frequéncias menores entre as populacdes da regido Sul e
Sudeste (2,71% e 2,35%, respectivamente) e maiores nas regides Norte e Nordeste (5,93% e

6,13%, respectivamente) (ALVARES FILHO et al., 1995).

A composi¢do dos haplotipos da AF no Brasil foi analisada dentre outros estudos em

Salvador, Belém, Cear4, Rio de Janeiro, Amazonas, Porto Alegre, Campinas e Ribeirdo Preto.
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A prevaléncia do haplétipo Bantu foi mostrada em: Belém, Ceard Rio de Janeiro, Amazonas,
Porto Alegre, Campinas e Ribeirdo Preto (ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992;
GONCALVES et al.,, 1994; WAGNER et al., 1996; PANTE-DE-SOUZA et al., 1999;
FLEURY, 2001; CARDOSO; GUERREIRO, 2006; SILVA et al., 2009b). A andlise dos
haplétipos no estado da Bahia tem relatado conflitantes prevaléncias entre o haplétipo Bantu
(COSTA et al., 1984) e o haplotipo Benin (QUEIROZ, 1996), embora estudos mais recentes
tenham mostrado prevaléncia no haplétipo Bantu (GONCALVES et al., 2003; ADORNO et
al., 2004; ADORNO et al. 2008b).

Os resultados confirmam a heterogeneidade étnica existente no Brasil e os estudos
sobre a historia da formagdo da populacdo brasileira, que descreve que os escravos negros
foram trazidos principalmente do Congo e Angola, com exce¢do ao estado da Bahia que

receberam imigra¢do do Golfo do Benin (VERGER, 1987).

Em relagdo ao tratamento com HU, existem estudos conflitantes em relagdo a lesdo no
DNA apds exposi¢cdo humana a droga. Alguns estudos tém mostrado que a HU ¢ genotdxica
(ZIEGLER-SKYLAKAKIS; SCHWARZ; ANDRAE, 1985; JUUL ef al., 2010; SANTOS et
al., 2011) enquanto outros sugerem uma baixa mutagenicidade in vivo (DAWKINS et al.,
1997; HANFT et al., 2000; MONTALEMBERT; DAVIES, 2001; MOSCHOVI et al., 2001).
Como a HU tem sido cada vez mais utilizada em criangas com AF, o que significa uma longa
exposicdo, e como ¢ considerada potencialmente mutagénica, estudos adicionais e uma

vigilancia constante a condi¢cdes malignas sdo de extrema importancia.

Um possivel mecanismo da toxicidade da HU ¢ a redugdo de dNTP intracelular
resultante da inibicdo da RR, o que prejudica os mecanismos de reparacdo de DNA, devido a
falta de nucleotideos para a DNA polimerase. Assim, a instabilidade do DNA potencialmente
leva a carcinogénese, principalmente pela transformacdo leucémica (LI; KAMINSKAS,
1987). Além disso, a natureza oxidativa e inflamatéria da AF, motivos pelo qual os pacientes
sdo tratados com HU, também devem ser levados em consideragdo. Este estado da doenga
estd associado a danos lipidicos, proteicos e no material genético, através da geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ANDERSON et al., 2000; KUMAR; BANDYOPADHYAY,
2005).

Os resultados deste estudo mostraram niveis significativamente maiores de danos no

DNA em individuos com AF tratados com HU quando comparados aos controles. Individuos
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tratados com > 20,0 mg/kg/dia de HU apresentaram cerca de duas vezes mais danos ao DNA
do que aqueles tratados com doses mais baixas, mas a diferenca nao foi significante. Por outro
lado, houve uma diferenca significante entre o tempo de tratamento e os niveis de dano no
DNA: individuos tratados por periodos mais longos (> 20 meses) mostraram cerca de trés
vezes mais danos no DNA do que pacientes tratados por periodos mais curtos; além disso, o
ID foi inversamente correlacionado ao IMC no grupo AFHU, individuos com IMC < 20
kg/m® tiveram niveis significativamente maiores de danos no DNA. Nossos dados no

mostraram nenhuma correlacdo entre o dano no DNA e idade ou sexo.

O grupo controle utilizado no estudo foi composto de individuos idosos. Essa
caracteristica ndo interfere em nenhum dos resultados, pois ¢ esperado que esses pacientes
possuam uma condi¢cdo mais propicia a maiores niveis de lesio no DNA e que o reparo
aconte¢a de forma menos ativa do que em pacientes mais jovens (GARM et al., 2013).
Portanto, provalvemente, o grupo controle selecionado seja uma comparagdo mais rigida do

que seria se esse fosse constituido por individuos jovens.

Estes resultados sdo semelhantes a um estudo que utilizou o ensaio do cometa para
avaliar o nivel de dano no DNA em leucocitos do sangue periférico em 28 pacientes com
AFHU e 28 individuos ndo tratados: pacientes que receberam uma dose média de > 20
mg/kg/dia de HU mostraram um aumento de 1.7 vezes de danos no DNA quando comparados
aqueles que receberam doses mais baixas; os individuos tratados durante um periodo de 42
meses mostraram maiores danos no DNA que os pacientes tratados por menos de 42 meses; €
o indice de dano foi inversamente correlacionado com o IMC (FRIEDRISCH et al.,2008).
Estudos que usam outros testes de genotoxicidade também sugerem a duragdo do tratamento,
a dose de HU e o IMC como determinantes da genotoxicidade em pacientes com AFHU (LE

FEVRE et al., 2007; MALUF et al., 2009; FLANAGAN et al., 2010)

Interessante a correlacdo negativa encontrada entre o IMC e os danos no DNA em
pacientes com AF, pois geralmente o que se encontra ¢ uma correlagdo positiva entre essas
variaveis (JANG et al., 2003; SMITH et al., 2003; HOFER; KARLSSON; MOLLER, 2006).
Alguns estudos mostram que a crianga portadora de AF apresenta um retardo de crescimento
somatico, que afeta o peso e a altura e que se acentua progressivamente até os 18 anos
(VERISSIMO, 2007). Importante destacar que criangas com AF tratadas com HU tem peso e
altura superiores em relagdo as criangas com AF ndo tratadas, e peso e altura similares em

relacdo aos valores normais quando colocadas nas curvas pediatricas padrao (WANG et al.,
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2002; HANKINS et al., 2005). Portanto, o resultado pode ser um indicador de saude geral
entre os pacientes do grupo AFHU, pois pode indicar que os individuos mais propensos a
ganhar peso sdo mais saudaveis e, portanto, apresentam uma melhor homeostase em seu

DNA.

Muito interessante foi a associacdo entre ID e haplotipos. Os valores de ID para o
haploétipo Bantu/Bantu foram maiores quando comparados ao haploétipo Benin/Benin, e o
haplotipo Bantu/Benin teve um ID menor que o haplotipo Bantu/Bantu e maior que o
haplétipo Benin/Benin. Uma anélise foi realizada para a durag@o do tratamento com HU, dose
de HU e IMC para cada haplétipo, no entanto nenhuma diferenca estatistica foi encontrada.
Esta analise excluiu a possibilidade de associagdo entre ID e hapldtipos a partir desses fatores.
O resultado nunca foi encontrado e é novo para a comunidade cientifica, porque mostra que a
genotoxicidade na AF ndo estd apenas associada ao tratamento com HU, mas também a
polimorfismos genéticos. A afirmagdo € reforcada quando analisamos alguns artigos onde os
autores observaram que adultos tratados e ndo tratados com AF tiveram niveis similares de

mutacdes (HANFT ez al., 2000; SCHULTZ; WARE, 2003; WARE, 2010).

Estudos anteriores sugerem que o haplotipo Bantu estd associado a uma maior
incidéncia de lesdes a orgdos e o haplotipo Benin com uma forma mais branda da AF
(GONCALVES et al., 2003; ADORNO et al., 2004; SILVA et al., 2010). Além disso, artigos
mostram que os individuos com AF e haplotipo Bantu tém frequentemente niveis de HbF
inferiores a 5%, enquanto aqueles com o hapldtipo Benin mostram niveis de HbF
intermediarios de 5 a 10% (NAGEL; STEINBERG, 2001; SILVA et al., 2009a; TESTA,
2009). O presente estudo mostra que o hapldtipo Bantu teve maior ID que o haplotipo Benin.
Virios estudos foram desenvolvidos com a finalidade de prever o prognoéstico, prevenir os
danos a orgdos e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com AF, mas o entendimento de
que o risco de genotoxicidade pode aumentar de acordo com o polimorfismo genético do

paciente é um conhecimento novo.

E importante destacar que os pacientes com maiores ID foram avaliados em relagdo a
presenca de alteragdes cromossdmicas, no entanto esses pacientes demonstraram um cariotipo
normal. O resultado mostra que maiores niveis de lesio no DNA e a presenga de

polimorfismo genético favoravel ndo significam a presenca de mutagenicidade.
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Apesar de muitos anos de estudos experimentais sobre agentes indutores de
anormalidades cromossOmicas, € o recente progresso na elucidacdo dos mecanismos
moleculares de lesdo no DNA, a associacdo entre lesdo, reparo e anormalidade cromossdmica
permanece obscura. (DURANTE ef al., 2013). A correlagio entre lesio no DNA,
anormalidade cromossomica ¢ o desenvolvimento de neoplasias € relevante ndo somente no
tratamento com HU, mas também para outros agentes com potencial carcinogénico.
Numerosos ensaios clinicos randomizados, estudos observacionais e relatos de caso de
pacientes com AF tratados com HU j4 foram realizados e relatam que existe evidéncia para o
desenvolvimento de neoplasias, contudo considerada de baixo risco (RAUCH et al., 1999;
WILSON, 2000; AL-JAMA et al., 2002; SCHULTZ; WARE, 2003; GULBIS et al., 2005;
LANZKRON et al., 2008; VOSKARIDOU et al.,2010).

Um estudo de revisdo sobre o desenvolvimento de neoplasias durante o uso de HU
mostrou que (LANZKRON et al., 2008) somente 6 pacientes com AF desenvolveram
leucemia ou Sindrome Mielodisplasica (SMD): um paciente do sexo feminino, idade 10 anos,
apresentou Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) apoés 1,5 anos de tratamento
(MONTALEMBERT et al., 1999); um paciente do sexo masculino, idade 14 anos,
desenvolveu LLA apds 3 meses de tratamento (SCHULTZ; WARE, 2003); um paciente do
sexo feminino, idade 21 anos, apresentou Leucemia Promielocitica aguda apos 8 anos de
tratamento (GULBIS ez al., 2005); um paciente do sexo feminino, idade 25 anos, desenvolveu
Leucemia Mieldide Aguda (LMA) apos 2 anos de tratamento (AL-JAMA et al., 2002); um
paciente do sexo feminino, idade 27 anos, apresentou LMA/SMD apos 8 anos de tratamento
(RAUCH et al., 1999); e um paciente do sexo feminino, idade 42 anos, apresentou LMA apos
6 anos de tratamento (WILSON, 2000). Para examinar os riscos € beneficios do uso a longo
prazo de HU, 299 pacientes com AF foram incluidos em um ensaio clinico randomizado e
seguidos por 17.5 anos, desses somente 3 pacientes desenvolveram neoplasia durante o
tratamento com HU; ja em um outro estudo desenvolvido por 17 anos, nenhum paciente
apresentou SMD, leucemia ou cancer (STEINBERG et al., 2003; STEINBERG et al., 2010;
VOSKARIDOU et al., 2010). Poucos casos de neoplasias em pacientes com AF tém sido
descritos, e somente em parte deles foi realizado um ensaio de mutagenicidade in vivo antes e
apés a inclusdo do tratamento com HU, portanto a afirmagdo de que a neoplasia foi
desenvolvida apés o tratamento com a droga ¢ incerta (MONTALEMBERT et al., 1999;
RAUCH et al., 1999; WILSON, 2000; AL-JAMA et al., 2002; FESTER; SARIBAN;
MEULEMAN, 2003; SCHULTZ; WARE, 2003; STEINBERG et al., 2003; GULBIS et al.,
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2005; LANZKRON ef al., 2008;; STEINBERG ef al., 2010; VOSKARIDOU e al., 2010;
TAYLOR et al., 2011).

Os multiplos beneficios do tratamento com HU sdo notaveis (SAAD et al., 2004;
FITZHUGH; WIGFALL; WARE, 2005; HANKINS et al., 2005; KRATOVIL et al., 2006;
ZIMMERMAN et al., 2007; HANKINS et al., 2008; HEENEY; WARE, 2010; WARE, 2010;
WANG et al., 2011; LEBENSBURGER et al., 2012), contudo a indicacdo para expandir o
tratamento a criangas e a outros pacientes com AF precisa de estudos que determinem se esses
raros casos de desenvolvimento de neoplasias representam significancia no tratamento com a

droga.
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6 CONCLUSAO

Os principais hapldtipos determinados nos pacientes com AF em Fortaleza foram o
haplétipo Bantu (63%), seguido do haplotipo Benin (27%), o que apresentou conformidade

com os dados historicos sobre as origens da populacdo negra trazida ao estado do Ceara.

Os niveis de lesdo no DNA em pacientes com AF tratados com HU foram maiores
quando comparados a um grupo controle, o que mostrou a importancia da genotoxicidade do

medicamento.

Os pacientes com os maiores niveis de lesdo no DNA apresentaram um caridtipo
normal, o que demonstrou que a genotoxicidade da HU ndo significa necessariamente a

presenca de mutagenicidade;

Os pacientes ndo apresentaram influéncia do sexo e da idade em relagdo aos niveis de

lesdo no DNA;

A lesdo no DNA dos pacientes apresentou uma correlagdo positiva em relacdo a dose
média didria e ao tempo de tratamento com HU, e uma correlagdo negativa em relagcdo ao

IMC;

Os pacientes com haplotipo Bantu apresentaram maiores niveis de lesdo no DNA
quando comparados aos pacientes com hapldtipo Benin. A genotoxicidade na AF também
parece estar associada a polimorfismos genéticos, portanto mais pesquisas sdo necessarias a

fim de esclarecer os fatores de risco para a genotoxicidade da terapia com HU na AF.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que os niveis de lesdo no DNA podem estar associados
tanto com o tratamento com HU quanto com os polimorfismos genéticos da AF. O
conhecimento de que os haplétipos influenciam a heterogeneidade fenotipica da doenga ja €
bem estudado, mas a correlagdo desses com a genotoxicidade na AF ¢ um conhecimento
novo. O resultado deve ser mais extensamente pesquisado pela comunidade cientifica
mundial, pois possivelmente possa ser reconhecido como um fator de risco para a

genotoxicidade na doenga.

Além disso, o trabalho também mostrou que maiores niveis de lesio no DNA e
polimorfismo genético favordvel ndo significam a presenca de mutagenicidade, o que
corrobora com diversos estudos que demonstram que o desenvolvimento de neoplasias nesses
pacientes ndo ¢ uma consequéncia comum. O mais importante ¢ reconhecer que, embora
raros, existem casos de neoplasia em pacientes com AF em tratamento com HU, que precisam

ser melhor estudados, a fim de proporcionar ao paciente uma maior seguranga no tratamento

com o medicamento.

O estudo realizado reforca um ponto importante: a mutagenicidade e a
carcinogenicidade dos pacientes com AF tratados com HU, de significancia ainda incerta,
deve ser avaliada contra os claros beneficios da terapia, e ainda, caso o risco relacionado ao
desenvolvimento de neoplasia seja provado, precisa ser avaliado contra a morbimortalidade

intrinseca dos pacientes com AF ndo tratados.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA
(PRIMEIRA ETAPA)

Prezado (a) paciente,

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada: “LESAO NO
DNA, ALTERACOES CROMOSSOMICAS E SUA CORRELACAO COM
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
TRATADOS COM HIDROXIUREIA”, que tem como objetivo principal avaliar se o
tratamento com Hidroxiuréia representa alguma preocupacdo em relacdo a genotoxicidade e
mutagenicidade, e se fatores genéticos estariam envolvidos. A pesquisa ¢ relevante para todos
os pacientes com anemia falciforme, pois seus resultados colaborardo para a busca de uma
maior seguranca dos pacientes com a doenca.

Para o desenvolvimento deste estudo sera necessario um grupo de pacientes com
anemia falciforme tratados com hidroxiuréia. E necessario que os participantes deste estudo
coletem uma amostra de sangue (10 mL) em tubo com EDTA e uma amostra de sangue (10
mL) em um tubo com heparina. A coleta sera realizada por profissional habilitado ¢ com
todas as técnicas adequadas.

A coleta de sangue sera realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Ceara - HEMOCE, localizado na Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedéfilo; em
dias em que os pacientes ja estardo realizando outros exames, por conta do seu
acompanhamento médico. Caso seja necessaria a vinda do paciente, exclusivamente, para a
participacdo em nossa pesquisa, os pesquisadores se responsabilizardo por seu transporte até o
local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sdo apenas os da coleta de sangue, podendo haver o
aparecimento de um pequeno hematoma, isto ¢, um pequeno derramamento de sangue no
local da coleta. Lembrando que todo material utilizado ¢ descartavel e estéril, e os
profissionais envolvidos sdo capacitados para tal funcéo.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, em caso de duvida, poderd comunicar-se
com a pesquisadora Ms. Lilianne Brito da Silva Rocha, que reside na rua Silva Paulet, 2830,
Apto 1104, bairro Aldeota, Fortaleza,CE, fone: (0xx85)-33668264; (0xx85)- 99228002. Para
informagdes quanto aos aspectos €ticos da pesquisa poderd entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantideo, situado na Rua Capitéo
Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Teofilo, Fortaleza, CE ou através do telefone (0xx85) 3366
8589. Para tanto, necessitamos que o Senhor (a) autorize a obten¢do da coleta de sangue e das
informacgdes para que seja realizada a pesquisa.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntaria e consciente,
ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensagdo material. O participante pode
desistir de participar, a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua
identidade serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados totalmente
proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda
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assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo dos pacientes. Serd, no entanto, permitido
o0 acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Esse documento serd impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra
com o pesquisador.

Eu, fui informado (a) do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, assim como dos desconfortos previstos e beneficios
esperados. Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com todos
os termos acima expostos, manifesto, por vontades propria, livre e consciente, o proposito de
participar do presente estudo.

O (a) profissional certificou-me de
que todas as informagdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente
projeto de pesquisa e serdo divulgadas de forma andnima.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA
(SEGUNDA ETAPA)

Prezado (a) paciente,

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada: “LESAO NO
DNA, ALTERACOES CROMOSSOMICAS E SUA CORRELACAO COM
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
TRATADOS COM HIDROXIUREIA”, que tem como objetivo principal avaliar se o
tratamento com Hidroxiuréia representa alguma preocupacdo em relacdo a genotoxicidade e
mutagenicidade, e se fatores genéticos estariam envolvidos. A pesquisa ¢ relevante para todos
os pacientes com anemia falciforme, pois seus resultados colaborardo para a busca de uma
maior seguranca dos pacientes com a doenca.

Para o desenvolvimento deste estudo sera necessario um grupo de pacientes com
anemia falciforme tratados com hidroxiuréia, e que foram selecionados da primeira etapa do
estudo em que foram coletadas uma amostra de sangue (10 mL) em tubo com EDTA e uma
amostra de sangue (10 mL) em um tubo com heparina para analises de genotoxicidade e perfil
genético. Neste segundo momento serd coletada uma amostra de sangue medular (3mL) em
tubo com heparina por médico hematologista habilitado.

A coleta sera realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Cear3 -
HEMOCE, localizado na Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo; em dias em
que os pacientes ja estardo realizando outros exames, por conta do seu acompanhamento
médico. Caso seja necessdria a vinda do paciente, exclusivamente, para a participagdo em
nossa pesquisa, os pesquisadores se responsabilizardo por seu transporte até o local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sdo apenas os da coleta sangue medular, podendo haver
o aparecimento de um pequeno hematoma, isto ¢, um pequeno derramamento de sangue no
local da coleta. O paciente também podera ficar sentido uma pequena dor no local da coleta.
Lembrando que todo material utilizado ¢ descartavel e estéril, e os profissionais envolvidos
sdo capacitados para tal funcio.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, em caso de duvida, poderd comunicar-se
com a pesquisadora Ms. Lilianne Brito da Silva Rocha, que reside na rua Silva Paulet, 2830,
Apto 1104, bairro Aldeota, Fortaleza,CE, fone: (0xx85)-33668264; (0xx85)- 99228002. Para
informacdes quanto aos aspectos €ticos da pesquisa podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitirio Walter Cantideo, situado na Rua Capitio
Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, CE ou através do telefone (0xx85) 3366
8589. Para tanto, necessitamos que o Senhor (a) autorize a obten¢@o da coleta de sangue e das
informagdes para que seja realizada a pesquisa.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntdria e consciente,
ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensagcdo material. O participante pode
desistir de participar, a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua
identidade serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados totalmente
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proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda
assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo dos pacientes. Serd, no entanto, permitido
0 acesso as informacdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Esse documento serda impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra
com o pesquisador.

Eu, fui informado (a) do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, assim como dos desconfortos previstos e beneficios
esperados. Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com todos
0s termos acima expostos, manifesto, por vontades propria, livre e consciente, o propdsito de
participar do presente estudo.

O (a) profissional certificou-me de
que todas as informagdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente
projeto de pesquisa e serdo divulgadas de forma anonima.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo



