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RESUMO

Avaliacao do efeito da concentragao de éxido nitrico e polimorfismos do gene
eNOS na ocorréncia de albuminuria em criangas e adolescentes com anemia

falciforme do estado de Minas Gerais

Objetivo: A anemia falciforme € uma doenca autossdbmica recessiva causada por uma
mutacdo pontual no sexto cédon do gene da beta globina, localizado no cromossoma 11. As
manifesta¢des clinicas da anemia falciforme sdo causadas pela vaso-oclusdo e anemia
hemolitica crénica. A liberagdo de hemoglobina livre na circulagdo, causada pela hemdlise,
consome oOxido nitrico (NO), levando a reducdo da sua biodisponibilidade. A via do NO
modula a gravidade da anemia falciforme, sendo que a maioria dos sintomas vasculares da
doencga tém origem na deplecao de NO. A microalbuminuria (MA) pode afetar de 30% a 60%
dos pacientes com anemia falciforme, sendo que o aumento da prevaléncia ocorre com o
aumento da idade. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia dos niveis de NO e de
polimorfismos do gene da eNOS na ocorréncia da albuminuria em criancas e adolescentes
com anemia falciforme. Materiais e métodos: Um corte transversal de 80 criancas foi
realizado em uma coorte de 555 participantes diagnosticadas com anemia falciforme ou S3°
talassemia pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) e
acompanhadas no ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte da Fundagdo Hemominas.
Foram selecionadas 35 criancas que apresentavam albuminuria e 45 controles, pareados
por sexo e idade. A genotipagem dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 do gene eNOS
foi realizada por PCR em tempo real. A quantificagdo urinaria de nitrato (metabdlito de éxido
nitrico) foi realizada por meio de deteccao colorimétrica. A quantificacdo de microalbumindria
foi realizada utilizando método turbidimétrico. Os dados clinicos e hematolégicos foram
retirados dos prontuarios médicos. A albuminuria e albumindria persistente foram definidas
como razao albumina/creatinina na urina maior que 30 mg/g e 100 mg/g, respectivamente.
Resultados: A populagéo estudada foi composta por 80 criangas diagnosticadas com
anemia falciforme (HbSS) que n&o faziam uso de hidroxiuréia (HU), por se tratar de
medicagao que influencia o nivel de NO; a genotipagem dos polimorfismos foi realiza em
amostras de DNA de 66 criangas. Das 80 criangas, 35 (43,8%) eram do sexo masculino e
45 (56,3%), do sexo feminino. A média de idade foi de 11,95 + 4,89 anos. Nao houve
associacao dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 e do nivel de nitrato com a ocorréncia
de albuminuria. Adicionalmente, ndo houve associagdo dos polimorfismos rs1799983 e
rs2070744 e os niveis de nitrato. A frequéncia de albuminuria persistente foi maior (n=4/12;
33,3%) nas criangas que possuiam o genotipo GT ou TT do polimorfismo rs1799983, quando
comparado com as criangas com o genotipo GG (n=6/54; 11,1%) (OR=4,0, IC95%=0,9-17 4;



p=0,074). A frequéncia de albuminuria persistente foi maior (n=7/29; 24,1%) nas criancas
que possuiam o gendétipo TC ou CC do polimorfismo rs2070744, quando comparado com as
criangas com o gendtipo TT (n=3/37; 8,1%) (OR=3,6, 1C95%=0,8-15,4; p=0,063). O nivel de
HbF das criangas que apresentavam o genétipo TC ou CC do polimorfismo rs2070744 foi
significativamente maior quando comparado com aquelas que possuiam o gendtipo TT
(p=0,024). Nao houve associagdo significativa entre os gendtipos dos polimorfismos
estudados e os niveis de Hb total, HCM, VCM, leucdcitos, reticulécitos e plaquetas.
Discussao: Apesar dos achados sugerirem que o alelo T do SNP rs1799983 e alelo C do
SNP rs2070744 podem estar relacionados a ocorréncia de albuminuria persistente em
criangas com anemia falciforme, estudos adicionais com niumero maior de participantes sédo
necessarios para esclarecer a influéncia de polimorfismos no gene eNOS na ocorréncia de
nefropatia falciforme. Conclusao: Nao houve associagao entre os niveis urinarios de nitrato,
os polimorfismos rs1799983 e rs2070744 e a ocorréncia de albuminuria ou albuminuria
persistente em criancas com anemia falciforme do estado de Minas Gerais.

Palavras chave: Anemia falciforme, nefropatia falciforme, microalbuminuria, éxido nitrico,

polimorfismos eNOS.



ABSTRACT

Evaluation of the effect of nitric oxide concentration and eNOS gene polymorphisms
on the occurrence of albuminuria in children and adolescents with sickle cell anemia

in the state of Minas Gerais

Objective: Sickle cell anemia is an autosomal recessive disease caused by a point mutation
in the sixth codon of the beta globin gene, located on chromosome 11. The clinical
manifestations of sickle cell anemia are caused by vaso-occlusion and chronic hemolytic
anemia. The release of free hemoglobin into the circulation, caused by hemolysis, consumes
nitric oxide (NO), leading to a reduction in its bioavailability. The NO pathway modulates the
severity of sickle cell anemia, with most vascular symptoms of the disease arising from NO
depletion. Microalbuminuria (MA) can affect 30% to 60% of patients with sickle cell anemia,
and the prevalence increases with increasing age. The objective of this study was to evaluate
the influence of NO levels and eNOS gene polymorphisms on the occurrence of albuminuria
in children and adolescents with sickle cell anemia. Materials and methods: A cross-
sectional study of 80 children was carried out in a cohort of 555 participants diagnosed with
sickle cell anemia or SB0 thalassemia by the Minas Gerais Neonatal Screening Program
(PTN-MG) and followed up at the outpatient clinic of the Hemocentro de Belo Horizonte of
Fundagao Hemominas . We selected 35 children with albuminuria and 45 controls, matched
by sex and age. Genotyping of the eNOS gene rs1799983 and rs2070744 polymorphisms
was performed by real-time PCR. Urinary quantification of nitrate (nitric oxide metabolite) was
performed using colorimetric detection. The quantification of microalbuminuria was
performed using the turbidimetric method. Clinical and hematological data were taken from
medical records. Albuminuria and persistent albuminuria were defined as a urine
albumin/creatinine ratio greater than 30 mg/g and 100 mg/g, respectively. Results: The
population studied consisted of 80 children diagnosed with sickle cell anemia (HbSS) who
did not use hydroxyurea (HU), because it is a medication that influences the level of NO;
genotyping of polymorphisms was performed on DNA samples from 66 children. Of the 80
children, 35 (43.8%) were male and 45 (56.3%) were female. The mean age was 11.95 +
4.89 years. There was no association of rs1799983 and rs2070744 polymorphisms and
nitrate level with the occurrence of albuminuria. Additionally, there was no association
between rs1799983 and rs2070744 polymorphisms and nitrate levels. The frequency of
persistent albuminuria was higher (n=4/12; 33.3%) in children who had the GT or TT
genotype of the rs1799983 polymorphism, when compared to children with the GG genotype
(n=6/54; 11, 1%) (OR=4.0, 95%CI=0.9-17.4; p=0.074). The frequency of persistent
albuminuria was higher (n=7/29; 24.1%) in children who had the TC or CC genotype of the



rs2070744 polymorphism, when compared to children with the TT genotype (n=3/37; 8, 1%)
(OR=3.6, 95%CI=0.8-15.4; p=0.063). The HbF level of children who had the TC or CC
genotype of the rs2070744 polymorphism was significantly higher when compared to those
who had the TT genotype (p=0.024). There was no significant association between the
genotypes of the polymorphisms studied and the levels of total Hb, HCM, MCV, leukocytes,
reticulocytes and platelets. Discussion: Although the findings suggest that the T allele of
SNP rs1799983 and C allele of SNP rs2070744 may be related to the occurrence of
persistent albuminuria in children with sickle cell anemia, additional studies with a larger
number of participants are necessary to clarify the influence of polymorphisms in the gene
eNOS in the occurrence of sickle cell nephropathy. Conclusion: There was no association
between urinary nitrate levels, rs1799983 and rs2070744 polymorphisms and the occurrence
of albuminuria or persistent albuminuria in children with sickle cell anemia in the state of
Minas Gerais.

Keywords: Sickle cell anemia, sickle cell nephropathy, microalbuminuria, nitric oxide, eNOS

polymorphisms.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura da molécula de hemoglobina..............cccooeii i 22
Figura 2: Distribuigdo e frequéncia do alelo BS no mundo..............cccceeeevnenee. 23
Figura 3: Frequéncia do alelo B® nas diferentes regides do Brasil ................. 24

Figura 4: Representacdo esquematica do processo de falcizagdo da HbS diante
da baixa concentragao de OXIGENIO ........ccuuuiiiiiiiiiie et e e e 25
Figura 5: Mecanismo de vaso-oclusao na anemia falciforme......................... 26

Figura 6: Hemdlise intravascular e biodisponibilidade do NO na doenca falciforme.

......................................................................................................................... 27
Figura 7: Esquematizacao da fisiopatologia da nefropatia falciforme.............. 32
Figura 8: Vasodilatacdo provocada por influéncia de NO ...........ccccvveeeeee. 34

Figura 9: Fluxograma de sele¢do dos pacientes. ...........ccccceeveeieiiiiiiiiiciineeeenn. 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Variagao etaria da frequéncia com que ocorrem algumas manifestacoes

comuns da doenca falCiforme.............oooiiiiiiii i 29
Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais da anemia falciforme. ......................... 30
Tabela 3: Estagios da DRC de acordo com o RFG ..., 33

Tabela 4: Distribuicdo por sexo e faixa etaria da populagao do estudo no momento
da coleta de amOSLras. .........oii i 45
Tabela 5: Frequéncia genotipica dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 do
gene eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de Minas Gerais.. 45
Tabela 6: Frequéncia de albuminuria e albuminuria persistente em criangas com
anemia falciforme do estado de Minas Gerais. ........cccccevvvvveeiiiiiiiiiiiieeeieeeeeee 46
Tabela 7:Avaliacdo da associacdo entre a ocorréncia de albuminuria e
polimorfismos genéticos do gene eNOS em criangas com anemia falciforme do
estado de MINas GEeraiS. ........covviviiiiiiiiiieeeeeeee e 47
Tabela 8: Avaliacdo da associagao entre a ocorréncia de albuminuria persistente
e polimorfismos genéticos do gene eNOS em criangas com anemia falciforme do
estado de MINAs GEraiS. ......ccooeiiiiiiiiiiiceie et e e 48
Tabela 9: Avaliacdo da associagao entre os niveis urinarios de nitrato com a
ocorréncia de albuminuria e com os polimorfismos genéticos do gene eNOS em
criancas com anemia falciforme do estado de Minas Gerais. .............ccovunvee. 49
Tabela 10: Avaliagdo da associagdo entre os polimorfismos genéticos e os

Marcadores 1aboratoriais. .......c.ooe e 49



LISTA DE ABREVIATURAS

Ach — Acetilcolina

AVC - Acidente vascular cerebral

Ben - Benin

Ca?*- Célcio

Cam — Camardes

CAR - Central African Republic

c¢GMP - Guanosina monofosfato ciclico

CHCM - Concentragédo de hemoglobina corpuscular média
DRCT - Doenga renal crbénica terminal

EDRF - Endothelium derived relaxing fator - Fator relaxante derivado do endotélio
E-Selectina — Molécula de Ades&o Endotelial

GC - Guanilato ciclase

Glu - Acido glutamico

GTP - Guanosina trifosfato

Hb A — Hemoglobina do adulto

Hb F — Hemoglobina fetal

HbS - Hemoglobina S

HbSS - Homozigosidade para o alelo S

HU - Hidroxiureia

ICAM-1 — Molécula de Adesao Intercelular

LDH - Lactato desidrogenase

MA - Microalbuminuria

NO - Nitric Oxide — Oxido nitrico

NOS - Nitric Oxide synetase — Oxido nitrico sintetase
Nupad — Nucleo de A¢des em Pesquisa e Apoio Diagnostico
02 — Oxigénio

O2" - Superoxido

ONOO - Peroxinitrito

PTN-MG - Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais
RFG - Ritmo de Filtracao Glomerular



SEA - Sequestro esplénico agudo

Sen - Senegal

SNP - Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de nucleotideo unico
STA - Sindrome toracica aguda

SUS - Sistema Unico de Saude

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Val - Valina

VCAM-1 — Molécula de Adesao Vascular 1

VCM - Volume Corpuscular Médio

XAO - Xantina oxidase



SUMARIO

1- INTRODUGAOQ E JUSTIFICATIVA ... 19
2- REVISAO DE LITERATURA......oomieeee e 21
2.1- Doenga falCifOrme .........coooeiieee e 21
2.2- Doenga falciforme no Brasil ............ooooeveeiiiiiiiiic e 23
2.3- Fisiopatologia da doenca falciforme............cccooeeeeiiiiiiiiiccii e, 25
2.4- Caracteristicas clinicas e laboratoriais da doenga falciforme ................ 28
2.5- Nefropatia falciforme...........oooovmiiiiii e, 31
@) o [ Y g T1 1y et YRR 34
2.7- Efeitos da deplegao de 6xido nitrico na anemia falciforme .................... 35
2.8 - Polimorfismos genéticos e niveis de 6xido nitrico...............cceeeeevvvnnnnnnn. 36
3= OBUJETIVOS. ...ttt e e e e e e e e e 38
3.1 = ODbjetivo Geral ... 38
3.2 — Objetivos e€SPeCIfiCOS ......coovviiiiiiiiiiiiee 38
4- MATERIAIS E METODOS ..ottt 39
4.1 — Delineamento e local do €StUdO..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiis 39
4.2 — Caracterizagao da populagéo estudada...........ccooveeevveiiiiieeeeeeeeiiiinnn. 39
4.3 — Criterios de INCIUSB0........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 40
4.4 — Critérios de eXClIUSA0.........c.uuuiiiiiiiie e 40
4.5 — Variaveis hematoldgiCas ..........cooouuiiiiiiiiiiiieec e 41
4.6 — Variaveis gentiCas ........cooeeuuuuiiiie e 42
4.7 — Analises |aboratoriais ..............uuuuuuiiiiiiiiiiii 43
4.7.1 - Quantificagdo de metabdlitos do Oxido Nitrico............uueeveeieniiiiniinnnnes 43
4.8 — Variavel reSPOSTaA ......ccooiiiieiiiie e 43
4.8.1 - Detecgao de albuminuria e creatina em amostras de urina................ 43

4.9 — ANAlISE EStatiStiCa . cn i 44



5-

4,10 — ASPECIOS BLICOS ... .ceeiiiieeeeiece et 44

RESULTADOS ... 45
5.1 — Caracteristicas da populagédo do estudo..........ccooeeeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 45
5.2 —Variaveis geNEtiCaS ........uuiii i 45

5.3 — Anadlise da presenca de albuminuria e albuminuria persistente na

POPUIACA0 €StUAAdA........ceeiieii e 46

5.4 — Avaliagcédo da associagao entre albuminuria e os polimorfismos genéticos
do gene da eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de Minas
GBIAIS .o 47

5.5 — Avaliagao da associacao entre albuminuria persistente e os polimorfismos
genéticos do gene da eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de

MINAS GO IS ... et et e 48

5.6 — Avaliagdo da associagcdo entre os niveis urinarios de nitrato/nitrito,

polimorfismos genéticos do gene eNOS e albuminuria em criangas com anemia

falciforme do estado de Minas Gerais............ccuuvveeiiiieiiiiiiii e 48
5.7 — Variaveis genéticas e marcadores laboratoriais............cccccccoeveiiiniennnn. 49
DISCUSSAOD ..ot eae e 50
CONCLUSOES. ... 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oovieieeeeeeeeeee e, 54
ANEXOS ...t e e e e naeeeas 60

9.1 — Anexo 1: Comprovante de aprovacdo no comité de Etica em Pesquisa.60

9.2 — Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).......... 66



19

1- INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme € uma doencga autossdmica recessiva causada por uma
mutagcdo pontual no sexto cddon do gene da beta globina, localizado no
cromossoma 11. A mutagao leva a troca do nucleotideo adenina por timina (GAG
— GTG), que resulta na substituicdo do aminoacido acido glutamico por valina, na
sexta posi¢ao da cadeia polipeptidica [Glu6Val, rs334] (1).

A anemia falciforme é caracterizada pela homozigose do alelo mutante 3S
(HbSS). A doenca falciforme € um termo mais amplo, que engloba a associagao da
HbS com outras hemoglobinas variantes como, por exemplo, hemoglobinopatias
SC, SD e SB-talassemia. Todas essas hemoglobinopatias tém uma epidemiologia,
aspectos clinicos e hematoldgicos semelhantes, apesar da anemia falciforme
apresentar um quadro clinico e hematoldgico frequentemente mais grave do que
os demais gendtipos (2,3).

O Ministério da Saude estimou que existam cerca de 60.000 a 100.000
individuos com anemia falciforme no Brasil, com o surgimento de 3.500 novos
casos a cada ano. Atualmente, em virtude de sua prevaléncia e morbidade
associada, a anemia falciforme constitui um problema de saude publica no Brasil
(4,5).

A anemia falciforme apresenta ampla diversidade fenotipica, que pode ser
influenciada por fatores socioeconémicos, ambientais, coexisténcia com alfa
talassemia e outros fatores genéticos como, por exemplo, polimorfismos no gene
da eNOS, que foram associados a variagao nos niveis de 6xido nitrico (NO) (6-8).

As manifestagdes clinicas da anemia falciforme sdo causadas pela vaso-
oclusdo e anemia hemolitica cronica. A liberacdo de hemoglobina livre na
circulagdo, causada pela hemdlise, consome NO, levando a reducdo da sua
biodisponibilidade. Além disso, a hemdlise amplifica o processo fisiopatolégico
responsavel pelas manifestacdes clinicas da doenca, como a nefropatia falciforme
(9).

A nefropatia falciforme é uma manifestagcdo clinica crénica da anemia
falciforme que causa anormalidades estruturais e funcionais nos rins, como

consequéncia da hipertrofia glomerular e da albuminuria progressiva, que podem
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resultar em glomeruloesclerose segmentar e focal. O inicio dos sintomas da
nefropatia falciforme podem ser observados ainda na infancia, com agravamento
de acordo com o0 aumento da idade (10).

Alguns estudos indicam que até 50% dos pacientes com anemia falciforme
tem disfungdo endotelial devido a baixa disponibilidade de NO enddégeno. A
reducdo da biodisponibilidade de NO, causa o aumento da producao de citocinas
pré-inflamatérias e aumento da expressédo de moléculas de adesao. Tal mecanismo
contribui para a ocorréncia de complicagdes da anemia falciforme, incluindo a
nefropatia (7,11).

A via do NO modula a gravidade da anemia falciforme, sendo que a maioria
dos sintomas vasculares da doenga tem origem na deplecéo de NO. Grande parte
dos estudos que avaliam o NO como fator modulador do fenétipo da anemia
falciforme foram realizados em populagdes estrangeiras e com pacientes adultos.
Além disso, ainda ndo existem muitos estudos que demonstrem que diferentes
concentracdes de NO exercem efeito na expressao clinica da nefropatia falciforme.

Embora os efeitos da deplecao de NO na gravidade da anemia falciforme
estejam bem descritos na literatura cientifica, as bases moleculares das variantes
genéticas do gene da eNOS na ocorréncia da nefropatia falciforme, ainda nao estao
bem definidas (7,12,13).

Existem polimorfismos de nucleotideo unico (em inglés single nucleotide
polymorphism; SNP) no gene da eNOS que tém sido considerados clinicamente
relevantes, pois sao responsaveis pela variacdo nos niveis de producédo de NO. Os
polimorfismos T-786C (rs2070744) e Glu298Asp (rs1799983) tém sido associados
a varios disturbios vasculares, como infarto agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral, trombose e doenga renal (7). Em estudos prévios, esses polimorfismos
foram associados a doenca cardiovascular em pacientes com anemia falciforme
(13,14).

Poucos estudos avaliaram a concentragdo de NO na anemia falciforme em
pacientes brasileiros (14,15). No estado de Minas Gerais, ndo existe nenhum
estudo avaliando a variabilidade genética dos polimorfismos do gene da eNOS nos
pacientes com anemia falciforme, tampouco a influéncia desses polimorfismos na
ocorréncia de nefropatia falciforme.

O entendimento da modulagdo dos niveis de NO é de grande relevancia,

pois propiciara melhor compreensédo dos efeitos do NO e das suas variantes
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genéticas na ocorréncia da nefropatia falciforme em criangas e adolescentes com
anemia falciforme, bem como gerar informagdes relevantes sobre a fisiopatologia
do evento, que podem ser usados para a criagao de novos alvos terapéuticos para

evitar ou retardar a progressao da doenga.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Doenca falciforme

As Doencas falciformes sdo descritas como um conjunto de genotipos
caracterizados pela presenga de um alelo BS e a concentragdo de HbS acima de
50%. A anemia falciforme & considerada a hemoglobinopatia mais prevalente,
totalizando mais de 80% dos casos (16,17).

A anemia falciforme é determinada pela forma homozigoética da HbS (HbSS),
€ a uma das doencas hereditarias mais comuns do Brasil, além de apresentar maior
gravidade clinica e hematolégica em relagdo aos outros gendtipos de doenga
falciforme. A anemia falciforme é caracterizada por uma mutagdo no gene que
codifica a cadeia da beta globina, localizada no cromossoma 11. Essa mutagao leva
a troca do aminoacido acido glutamico pela valina, na posi¢ao 6 da cadeia da beta
globina, que da origem a HbS. A substituicdo do aminoacido na cadeia polipeptidica
provoca alteragdes na propriedade da hemoglobina, provocando polimerizagao da
HbS, quando desoxigenada (16,18).

A hemoglobina humana € uma proteina globular tetramérica composta por
dois pares de cadeias polipeptidicas, alfa e beta, cuja os genes estao localizados
no cromossomo 16 e 11, respectivamente. A molécula a2B32 forma a hemoglobina
do adulto (HbA), cuja principal funcéo é transportar oxigénio (O2) dos pulmdes para
o tecido. Quando ocorre a mutagao na cadeia beta, a HbA é substituida pela HbS.
A perda de duas cargas elétricas por molécula de hemoglobina na HbS, faz com
que ela possua propriedades fisico-quimicas muito diferentes da hemoglobina

normal (Figura 1) (19).
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Figura 1: Estrutura da molécula de hemoglobina. (A) Representagéo do tetramero, localizagao
dos grupos heme ligados aos atomos de ferro e posigdo da mutagdo no sexto aminoacido que
origina a HbS. (B) Alteragéo na estrutura quaternaria da HbS. Lado esquerdo oxi-HbS e no lado
direito desoxi-HbS (19).

A HbS teve origem nos continentes africano e asiatico, de forma
independente. A distribuigdo global do alelo BS é observada, primeiramente, pela
adaptacao dos portadores do trago falcémico (HbAS) em relagdo a resisténcia a
infeccdo pelo Plasmodium falciparum, protozoario da malaria. Outro fator
importante para a distribuigdo do alelo BS no mundo, é o local geografico onde a
mutagao ocorreu, que correspondem aos cinco haplétipos mais comuns associados
ao alelo BS. Os haplétipos mais conhecidos sdo Republica Central Africana (CAR
ou Bantu), Benin (Ben), Senegal (Sen) e Camardes (Cam), originados da Africa e
Arabe-Indiano, proveniente da Asia (Figura 2) (1,20).
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Figura 2: (A) Distribuigao e frequéncia do alelo 3% no mundo. (B) Distribuicdo global da malaria
(20).

Estimativas sugerem que o numero de nascidos vivos com doenga falciforme

no mundo, por ano, seja 300.000, podendo aumentar para 400.000 até 2050 (1).

2.2- Doencga falciforme no Brasil

O alelo BS foi introduzido no Brasil por meio da imigragéo forgada de negros
africanos que ocorreu do século XVI ao século XIX. A distribuicdo do alelo BS é
muito heterogenia no pais e depende da composi¢cdo negroide e caucasodide da
populacdo. Segundo dados do Ministério da Saude, a incidéncia de nascidos vivos
com doenga falciforme € maior nas regides norte e nordeste, em comparagao as

regides sul e sudeste (Figura 3) (5,21).
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Figura 3: Frequéncia do alelo BS nas diferentes regides do Brasil (5).

No estado de Minas Gerais, o Programa de Triagem Neonatal (PTN) estimou
que a incidéncia de individuos com anemia falciforme (HbSS) € de um a cada 2.400
nascidos vivos e a incidéncia de individuos com doenca falciforme é de um a cada
1.400 nascidos vivos (5,22).

Em janeiro de 1992, o ministério da saude incorporou o Programa de
Triagem Neonatal ao Sistema Unico de Saude (SUS), com testes para
fenilcetonuria e hipotireoidismo congénito (Fase I), em 2001 foi incluido testes para
triagem de hemoglobinopatias (Fase Il), o que constitui um passo fundamental para
a mudanca da histéria natural da doenca falciforme no pais (5).

Anteriormente a incorporagdo dos testes de hemoglobinopatias ao PTN, o
estado de Minas Gerais ja havia incorporado o Programa Estadual de Triagem
Neonatal, em margo de 1998, por meio do Nucleo de Pesquisa em Apoio

Diagndstico (NUPAD), com recursos estaduais (23).
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2.3- Fisiopatologia da doenga falciforme

A doenca falciforme produz uma diversidade de eventos fisiopatologicos,
caracterizados por anemia hemolitica crénica e fendbmenos vaso-oclusivos que
levam a crises dolorosas agudas e a lesao tecidual sistémica, cronica e progressiva.
O processo primario desse evento € a polimerizagcdo da desoxiHbS. Sob
desoxigenagdo ou hipoxia, a HbS forma pontes de hidrogénio entre a valina
codificada como primeiro aminoacido da cadeia beta globina e a valina resultante
da mutagao no sexto cdédon. Essas pontes d&o origem a um pequeno agregado de
hemoglobina polimerizada, fazendo com que a hemacia sofra alteragdes de sua

forma normal bicbncava para a forma de foice (Figura 4) (24).

a ﬁS hipoxia
- |0,

hemacia biconcava

polimerizacao

hemacia em
forma de foice

Figura 4: Representagdo esquematica do processo de falcizagdo da HbS diante da baixa

concentragao de oxigénio (25).
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Varios fatores influenciam a polimerizagdo da HbS como, por exemplo,
porcentagem de HbS intracelular, grau de desidratacdo, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), composi¢do das hemoglobinas, dentre
outros (6).

O processo de falcizagao reflete alteragdes fisico-quimicas na membrana
das hemacias, fazendo com que elas figuem mais rigidas e aderentes a parede do
endotélio vascular. Como consequéncia, juntamente com o recrutamento de
leucdcitos e plaquetas, ocorre a obstrugao do fluxo sanguineo, processo conhecido

como vaso-oclusdo, que desencadeia resposta inflamatéria e disfuncdo endotelial
(Figura 5) (2,6).

Desaxigenaida
Desidratag3a
Acidase
Repete TER{ IR
/ \ ./ Hemlu;a: -] I‘EFE"F'-'S'E‘:'

Radicais livres

Resultadofinal

Leucocito

Figura 5: Mecanismo de vaso-oclusdo na anemia falciforme. A falcizagéo dos eritrocitos ocorre
como resultado da desoxigenagdo da HbS e também por outros fatores, como desidratagéo,

acidose e temperatura. Esse processo resulta em vaso-oclusdo. Modificado de Habara et al. (2).

Com a polimerizagdo da HbS, aumento do CHCM e das alteragdes de
membrana, os eritrocitos sdo sequestrados e prematuramente destruidos pelo
sistema monocitico fagocitario. Essa destruigio aumentada leva a anemia

hemolitica crénica, uma manifestagao clinica importante da doencga (24).
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A hemdlise ocorre principalmente de forma extra vascular, devido a
eritrofagocitose por células reticuloendoteliais. No entanto, a destruicdo dos
glébulos vermelhos pode ocorrer por via intravascular, responsavel por até 30% da
hemolise total. A hemdlise intravascular cronica acaba levando a saturacao das
proteinas de ligacdo a hemoglobina, permitindo que a hemoglobina livre circule. A
liberacdo de hemoglobina livre na circulagdo consome NO, gerando meta-

hemoglobina e nitrato bioativo, reduzindo a biodisponibilidade de NO (Figura 6) (9).

metHb
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Figura 6: Hemolise intravascular e biodisponibilidade do NO na doenga falciforme. A hemolise
intravascular libera hemoglobina, arginase e LDH no plasma. A hemoglobina inativa o NO,
gerando metemoglobina e nitrato inerte. As sintases de NO geram NO a partir do substrato L-
arginina. A arginase consome L-arginina. O NO também é consumido por reagdes com espécies
reativas de oxigénio, produzindo radicais de oxigénio como o peroxinitrito. Modificado de

Steinberg et al. (9). AVC: acidente vascular cerebral.

Além disso, a hemdlise causa estresse oxidativo, altera o balanco das
reagdes de Oxido-reducéo e amplifica o processo fisiopatolégico responsavel pelas

manifestagdes clinicas da doenca.
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2.4- Caracteristicas clinicas e laboratoriais da doenca falciforme

A doenca falciforme caracteriza-se por numerosas complicagdes que podem
afetar quase todos os orgdos e sistemas. A gravidade da doencga € bastante
variada, desde formas leves até formas mais graves, com necessidade de
internagdes frequentes e alta morbidade, causando prejuizo na expectativa e
qualidade de vida do paciente. A variabilidade clinica € bastante diversa e pode ser
influenciada por varios fatores como, por exemplo, concentragcdes de HbS,
concentragcdes de hemoglobina fetal (HbF), interagées com outras hemoglobinas,
coexisténcia de talassemia alfa, dentre outros (16).

Os primeiros trés meses de vida dos pacientes com doencga falciforme
tendem a ser assintomaticos, pois a hemoglobina prevalente nesse periodo é a
HbF, conhecida por ser um fator protetor para as complicagdes da doenca
falciforme. Apds os trés meses de vida, a quantidade de HbF diminui e ocorre o
aumento da concentragcao de HbS, causando o inicio de algumas complicacoes
clinicas como sequestro esplénico agudo (SEA) e dactilite aguda, conhecida como
sindrome mao-pé (16).

As crises vaso-oclusivas consistem na complicagao clinica mais comum, que
podem afetar pacientes de todas as idades. Em criancas até 5 anos de idade, o
episddio mais observado é a dactilite, apds os 30 anos de idade as crises dolorosas
ficam menos frequentes e mais graves, tornando-se raras apos os 40 anos. A
gravidade da dor € muito variada, desde episdédios moderados e transitérios, que
podem durar apenas alguns minutos, até episddios generalizados que duram dias
ou semanas e necessitam de internagéo (9,24).

Infeccdo bacteriana € a causa de morte mais frequente em criancas
diagnosticadas com anemia falciforme, cujo principal fator de risco é a disfungao
esplénica, que prejudica a sintese de anticorpos, tornando os pacientes mais
vulneraveis a infecg¢des, principalmente criangas menores de 4 anos de idade. As
infeccbes mais comuns sao por Streptococcus pneumoniae e Hemophilus
influenzae (22,26).

Sequestro esplénico agudo é considerado a segunda causa de morte mais
comum nos pacientes diagnosticados com anemia falciforme e ocorre

principalmente em pacientes abaixo de 5 anos de idade. O sequestro esplénico
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agudo € caracterizado pelo aprisionamento das hemacias no bago, com
consequente aumento do 6rgéo, quebra abrupta de hemoglobina e aumento da
contagem de reticuldcitos. Nos casos mais graves, os pacientes evoluem para
choque volémico e 6bito em algumas horas (27,28).

Sindrome toracica aguda (STA) € a segunda causa mais frequente de
hospitalizagdo em pacientes adultos diagnosticados com anemia falciforme. Ocorre
devido ao acometimento pulmonar agudo, incluindo infecgdo, falcizagao
intrapulmonar e tromboembolismo da medula 6ssea. Ocasionalmente pode
culminar em faléncia multipla de 6rgéos. Foi constatado que niveis elevados de
fosfolipase A2 no sangue estédo associados a STA e pode predizer sua ocorréncia
(9).

A tabela 1 mostra a frequéncia de algumas manifestagdes clinicas comuns

da doenca falciforme em relagéo a idade.

Manifestacao dade

0-5 anos 515anos >15 anos
Asplenia funcional 3 1 0
Auto-esplenectomia 1 2 3
Morte s_t,'hital por 2 1
seplicemia
Sequestro esplénico 3 2 1
Dactilite 3 1
Sindrome toracica aguda 3 2 1
AVC isquémico ) 1 1
AVC hemorragico 0 1 3
Dor 1 7 3
Célculos biliares 0 1 3
Necrose avascular 0 1 3
Retinopatia 0 0 3
Insuficiéncia renal 0 1 3

Tabela 1: Variacdo etaria da frequéncia com que ocorrem algumas manifestagdes
comuns da doenga falciforme. (0 = ausente ou raro, 3 = méaxima frequéncia de

complicagao). Modificado de Zago, et al (6).
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A doenca falciforme também pode apresentar sintomas crénicos, que
ocorrem de maneira progressiva e se manifestam de acordo com o aumento da
idade, como é o caso de problemas cardiovasculares, hipertensdo pulmonar,
ulceras de perna, osteonecrose, retinopatias e nefropatia falciforme (29).

A anemia falciforme é o gendtipo que apresenta maior gravidade clinica e
hematologica. A tabela 2 mostra algumas caracteristicas laboratoriais presentes na

anemia falciforme (16).

CARACTERISTICAS LABORATORIAIS FREQUENCIA

HbS 80 a 100%

HbF 0a20%

Anemia normocitica e normocrémica Hb: 5a 10 g/dI

Reticulocitose 5a30%

Leucocitose Durante as crises de dor

Plaquetas Aumentadas com formas
anormais

Bilirrubina indireta Elevada (26 mg/dl)

Urobilinogénio urinario Elevado

Hematuria Frequente

Fosfatase alcalina sérica Elevada nas crises de dor

Medula 6ssea Hiperplasia das células eritroides

Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais da anemia falciforme. Modificado de Naoum, et al (16).

Hemolise e inflamagdes agudas, fendbmenos recorrentes em pacientes com
anemia falciforme, influenciam significativamente no aumento de marcadores
inflamatorios, como a contagem global de leucdcitos, plaquetas, desidrogenase
lactica (LDH) e haptoglobina (30,31).

Durante as crises dolorosas, os pacientes com anemia falciforme expressam
niveis aumentados de moléculas de adesdo como, por exemplo, molécula de
adesdo vascular-1 (VCAM-1), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e
molécula de adesao endotelial (E-selectina). Associado a isso, ocorre 0 aumento
do numero de plaquetas e de fatores de coagulacdo, como o fator de Von
Willebrand, causando um estado de hipergoagulabilidade, situagéo frequente nos

pacientes com anemia falciforme (6,9,32).



31

Nos pacientes com problemas renais, como a nefropatia falciforme, ocorre o
aumento de substéncias vasodilatadores como, por exemplo, prostaglandinas e
oxido nitrico. Esse aumento pode causar hiperfiltragdo glomerular com
consequente microalbuminuria e, até mesmo, proteinuria. Além disso, ocorre a
oclusdo dos vasos da vasa-recta e lesdo dos tubulos renais, podendo ser
observados, na sedimentoscopia, cilindros proteicos e deposicdo de ferro com

degeneragao do epitélio dos tubulos renais (33).

2.5- Nefropatia falciforme

A disfuncdo renal € uma complicagdo crénica comum e com graves
consequéncias nos pacientes com anemia falciforme. Essa manifestagao clinica é
progressiva, iniciando-se na infancia e podendo agravar com o aumento da idade
(29).

Doenga renal em estagio terminal (DRCT) pode ocorrer de 4,2% a 11,6% em
adultos com anemia falciforme, sendo um importante fator de morte prematura
nessa populagéo (10). Doenga renal crénica (DRC) pode ocorrer em até 20% dos
pacientes com anemia falciforme (29).

A fisiopatologia da nefropatia falciforme ainda ndo ¢é totalmente
compreendida, porém, estudos mostram que o interior da medula renal, por ser um
ambiente caracterizado por hipdxia, baixo pH e hipertonicidade, seja um local
altamente suscetivel a falcizagdo da HbS (34). A HbS falcizada apresenta grande
capacidade de se aderir a parede do endotélio, causando lesées em multiplas
estruturas do rim, incluindo glomérulos, tubulos renais e vasa-recta. Tais lesdes se
acompanham de isquemia e infarto das células tubulares (35).

A progressdao da doenga ocorre com a liberagdo de substancias
vasodilatadoras, como prostaglandinas e NO. Tais substancias atuam por meio de
mecanismo de feedback negativo no glomérulo, causando o aumento do ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) e microalbominuria (MA). A hiperfiltracdo prolongada
produzira lesdes e alteragdes funcionais nos rins, como glomeruloesclerose,

proteinuria e eventual faléncia renal (Figura 7) (34,36).
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Medula renal: hipdxia, hipertonicidade e baixo pH

s

Falcizacdo da HbS
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Vaso-oclusdo da vasa recta, insuficiéncia da circulagio sanguinea, isquemia e
enfarto das células tubulares

Liberacao de substancias vasodilatadoras
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Glomeruloesclerose, proteindria e faléncia renal

Figura 7: Esquematizagéo da fisiopatologia da nefropatia falciforme. Modificado de Lima,
et al (34).

A hiperfiltragdo glomerular em pacientes com anemia falciforme manifesta-
se inicialmente com MA e, posteriormente, com proteinuria. Como a MA precede o
desenvolvimento de proteinuria na nefropatia falciforme, sua dosagem é muito util
como marcador de lesao glomerular pré-clinica. Alguns estudos correlacionaram a
ocorréncia de MA com o aumento da idade, baixos niveis de hemoglobina basal e
HbF, hipertensao arterial, aumento de LDH e do volume corpuscular médio (VCM)
(37,38). Em um estudo analisando a populagao de criangas com anemia falciforme
no Estado de Minas Gerais, os fatores de risco para albuminuria foram aumento da
idade, aumento da contagem de plaquetas e de leucécitos e elevagao do RFG (39).

A MA pode afetar de 30% a 60% dos pacientes com anemia falciforme,
sendo que o aumento da prevaléncia ocorre com o0 aumento da idade (40). A MA é
definida pela excregao de baixas quantidades de albumina na urina, em torno de
30 a 299mg/g na relagao albumina/creatinina urinaria e requer exames sensiveis
para sua deteccdo (41). Uma das limitagdes da dosagem de concentragao urinaria

de albumina para deteccdao de MA, é que essa concentragao € influenciada pelo
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volume urinario, podendo apresentar um resultado falso-negativo ou falso-positivo
para MA. Esse problema pode ser solucionado utilizando o calculo entre as
concentracdes de albumina e creatinina em uma amostra isolada de urina, tornando
o resultado fidedigno e confiavel (42).

O diagnostico precoce de MA permite a realizagado de terapias preventivas
para evitar a evolugdo progressiva da doenga renal para estagios avangados de
DRC (43).

A definicdo de DRC é fundamentada em trés principais componentes:
componente anatdémico ou estrutural, baseado em marcadores de lesédo renal,
componente funcional, baseado no RFG e componente temporal. E diagnosticado
como portador de DRC, qualquer individuo que apresentar RFG <60ml/min/1,73m?
ou RFG =60ml/min/1,73m2, associado a um marcador de dano renal, como
proteinuria, presente a pelo menos 3 meses (44).

Na tabela 3 é possivel observar os cinco estagios de classificagcdo da DRC

de acordo com o RFG.

Estagio Descrigao FG*

1 Lesdo renal com FG normal ow aumentada >80

2 Lesdo renal com FG levemente diminuida b0-89

3 Lesdo renal com FG moderadamente 30-59
diminuida

4 Les&o renal com FG severamente diminuida 15-29

5 FFR** estando ou ndo em terapia renal <15
substitutiva

Tabela 3: Estagios da DRC de acordo com o RFG (45).

Existem alguns fatores que precedem a DRC, como eritropoiese ineficaz,
baixa concentragdo de hemoglobina total, proteinuria, hipertensdo e hematuria.
Algumas complicagdes da anemia falciforme sdo mais comuns em pacientes
com DRC, tais como a doenga pulmonar crénica, ulcera de membros inferiores,
acidente vascular cerebral (AVC) e morte (36).

Um estudo mostrou que 4% a 18% dos pacientes com anemia falciforme

evoluem para DRCT, com necessidade de dialise e transplante renal. Apds o
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desenvolvimento de DRCT, a média de sobrevida desses pacientes é de apenas
4 anos, com mortalidade de 40% nos primeiros dois anos apoés o inicio da dialise
(29).

2.6- Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa de radical livre que causa
vasodilatagdo. A sintese de NO ocorre por meio da conversdo enzimatica de L-
arginina em L-citrulina pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). A sintese de NO
pode ser realizada por trés isoformas da enzima NOS: 1) neuronal (NOS1 ou
nNOS); 2) induzivel (NOS2 ou iINOS); e 3) endotelial (NOS3 ou eNOS) (7,46).

O NO é um dos principais reguladores da pressao arterial, atuando como
fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). Varios horménios e a acetilcolina
(Ach) podem ativar a enzima eNOS, que se liga a receptores na célula endotelial.
Essa ligagao faz com que o NO produzido ative a enzima guanilato ciclase (GC),
acompanhada pela conversao de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (cGMP). O aumento dos niveis de cGMP diminui a quantidade
de calcio (Ca?*) livre na célula muscular, provocando seu relaxamento, e,

consequentemente, vasodilatacao (Figura 8) (47).

Oxido nitrico

Célula muscular
Célula endotelial

Acetilcolina

Waso sanguineo

Figura 8: Os vasos sanguineos se dilatam quando um neurotransmissor, como a acetilcolina

(Ach), se liga a células endoteliais nas paredes internas do vaso. Essas células liberam fator
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relaxante derivado do endotélio (EDRF), conhecido como 6xido nitrico, que viaja para as células

musculares adjacentes, provocando seu relaxamento. Modificado de Snyder, et al (47).

Atualmente, reconhece-se que o NO participa de muitos mecanismos
fisiolégicos dos vasos sanguineos, incluindo vasodilatagado tbnica, inibicdo da
ativacdo plaquetaria e da expressdo de moléculas de adesao endotelial. O NO
também se mostrou, em algumas condigdes, capaz de melhorar a deformabilidade
das hemacias, podendo desempenhar funcdes benéficas para pacientes com

doenca falciforme (46,48).

2.7- Efeitos da deplegao de 6xido nitrico na anemia falciforme

A liberacdo de hemoglobina livre na circulagdo, causada pela hemdlise
cronica, consome NO, gerando meta-hemoglobina e nitrato bioativo. O consumo de
NO endotelial devido a hemoglobina plasmatica livre reduz a biodisponibilidade
endotelial de NO. Outro mecanismo que causa a deple¢ao de NO ¢ a liberagao de
arginase pelas hemacias lisadas. A arginase liberada quebra a L-arginina, que é o
substrato para formacao de NO (9).

Além do consumo de NO pela hemoglobina, a biodisponibilidade de NO pode
ser prejudicada por meio do seu consumo por reagdes com espécies reativas de
oxigénio, que sdo produzidas através da liberagao de ferro, causada pela hemdlise.
Niveis elevados da atividade plasmatica da xantina oxidase (XAO), que produz
superoxido (O27) foram detectados em pacientes com doenga falciforme. O
superoéxido reage rapidamente com o NO para formar peroxinitrito (ONOO). Essa
reacdo consome grande quantidade de NO, diminuindo sua biodisponibilidade (46).

A reducdo de NO endotelial na anemia falciforme causa o aumento da
producao de citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina- 6
(IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) e leva a ativagdo de moléculas de
adesdao, como VCAM-1, ICAM-1, P-selectina e E-selectina. Além disso,
desencadeia ativagao plaquetaria, que por sua vez, culmina em oclusao vascular,
vasoconstricao e hipercoagulabilidade (7,11).

A reducédo da biodisponibilidade de NO acelera a falcizacdo das hemacias,
prejudica o fluxo sanguineo e promove lesdo isquémica na doencga falciforme.

Niveis baixos de metabdlitos de NO se associam com escores de dor mais altos
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em pacientes com doenca falciforme que procuram o servico médico de saude com
crises dolorosas agudas, sugerindo que a menor produgédo de NO esta associada
a crise vaso oclusiva mais grave (49).

Além disso, a biodisponibilidade reduzida de NO devido a hemdlise
intravascular produz muitas complicacbes e tem sido associada a ocorréncia de
hipertensdo pulmonar, priapismo, ulcera de perna, AVC, DRC, dismotilidade

esofagica e dor abdominal em pacientes com anemia falciforme (7).

2.8 - Polimorfismos genéticos e niveis de 6xido nitrico

A influéncia dos polimorfismos (SNPs) T-786C (rs2070744) e Glu298Asp
(rs1799983) localizados no gene da eNOS e responsaveis pela variagdo na
producao de NO, tem sido estudada em varias populagdes.

O SNP rs2070744 (T-786C) esta localizado na regido promotora e provoca
diminuicdo na produgéo de NO devido a redugao na expressao do gene da eNOS
e, consequentemente, na atividade da enzima (13,15). De acordo com Nishank e
colaboradores, esse SNP foi associado a ocorréncia de STA em criangas de
regides mediterraneas e afro-americanas com doencga falciforme de ambos os
sexos (7). Em contrapartida, Sharan e colaboradores, associaram esse mesmo
SNP a ocorréncia de STA apenas em mulheres, sugerindo que existem diferentes
modificadores genéticos de STA em homens e mulheres e que o SNP rs2070744
pode ser o primeiro polimorfismo a ser identificado como um modificador especifico

de género na doenca falciforme (13).

O SNP rs1799983 (Glu298Asp) esta localizado no éxon 7 e resulta de uma
substituicdo do aminoacido Glu pelo Asp no cédon 298 que também pode afetar a
atividade da eNOS. Porém, a variante contendo a substituicao € mais susceptivel
a clivagem proteolitica (50). Aguiar e colaboradores, observaram que esse
polimorfismo n&do tem um grande efeito na atividade da eNOS, no entanto,
associaram a presenca do alelo T com pré-eclampsia e doenca cardiaca isquémica
em pacientes com doenga falciforme, reforgando a importancia clinica desse
polimorfismo. Aguiar e colaboradores também associaram os SNPs rs2070744 e
rs1799983 ao aumento de reticuldcitos e LDH em pacientes com anemia falciforme

(8).
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Tanus-Santos e colaboradores observaram que ha uma diferenga entre
grupos étnicos em relagao a distribuicdo dos SNPs do gene da eNOS. As variantes
T-786C e GIu298Asp foram mais comuns em caucasianos do que em afro-
americanos ou asiaticos. Nesse estudo, a variante Glu298Asp foi associada
diretamente ao aumento do risco de doengas cardiovasculares em caucasianos
(50).

Os estudos de associagéo dos polimorfismos do gene eNOS na ocorréncia
de nefropatia falciforme sao escassos. No entanto, estudos prévios associaram
esses polimorfismos a nefropatia em pacientes diagnosticados com diabetes.
Zanchi e colaboradores associaram o SNP rs2070744 a ocorréncia de nefropatia
diabética avangada em pacientes diagnosticados com diabetes do tipo 1 (12).

Com base nos estudos citados acima, foram observados que os SNPs T-
786C (rs2070744) e Glu298Asp (rs1799983) do gene da eNOS podem apresentar
associagao com a ocorréncia e gravidade de varias manifestagbes clinicas em
pacientes com doenca falciforme, incluindo doenga cardiovasculares, pulmonares
e renais. No entanto, estudos adicionais com amostras maiores e incluindo outros
marcadores de gravidade da doencga falciforme precisam ser realizados para
estabelecer o papel dessas variantes na modulacdo do quadro clinico da doenca e

na ocorréncia de nefropatia falciforme nessa populacéao.
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3- OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar a influéncia dos metabdlitos de NO e de polimorfismos do gene da
eNOS na ocorréncia da nefropatia em criangas e adolescentes diagnosticados com

anemia falciforme do estado de Minas Gerais.

3.2 — Objetivos especificos

e Realizar dosagem dos niveis dos metabolitos do NO em amostras de urina
de criangas e adolescentes com anemia falciforme;

e Avaliar a associagcao entre os metabdlitos de NO e a ocorréncia de
albuminuria na populacao estudada;

e Genotipar e determinar a frequéncia dos polimorfismos rs2070744 e
rs1799983 no gene da eNOS na populagéo estudada;

e Avaliar a influéncia dos SNPs nos niveis dos metabdlitos de NO e na
ocorréncia de albuminduria;

e Verificar a associacdo dos polimorfismos com fatores clinicos e

hematolégicos da anemia falciforme.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 — Delineamento e local do estudo

Trata-se de um estudo transversal que utilizou como amostra criangas
diagnosticadas com anemia falciforme ou SB° talassemia triadas pelo Programa
de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) e acompanhadas no ambulatorio
do Hemocentro de Belo Horizonte da Fundacdo Hemominas, que fazem parte de

um estudo de coorte.

4.2 — Caracterizacao da populagcao estudada

A populacdo total da coorte consiste em 555 pacientes, com perfil
eletroforético compativel com HbSS ou SBRC-talassemia, nascidas entre 01 de
janeiro de 1998 e 31 de dezembro de 2014, triadas pelo PTN-MG e
encaminhadas para acompanhamento clinico-laboratorial no ambulatério do
HBH. O corte transversal foi realizado em 80 pacientes do estudo de coorte que
nao faziam uso de hidroxiureia (HU). O grupo controle foi selecionado pareado
por casos. Os pacientes foram divididos em dois grupos: 1) criangas que
apresentaram albuminuria e 2) criangas com anemia falciforme e albuminuria
normal, pareadas por idade e sexo com o grupo albuminuria.

Todas as informacdes clinicas e hematoldgicas foram obtidas nos prontuarios

médicos arquivados no ambulatério do HBH e tabuladas no programa Excel

(Microsoft®), em arquivo especifico com atualiza¢des sucessivas.
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Coorte total de 555
pacientes pediatricos

80 criangas com perfil
HbSS incluidas no
estudo mediante
assinatura do TCLE

35 criangas 45 criangas com anemia
apresentaram falciforme e albuminuria
albuminuria normal

Figura 9: Fluxograma de selegéo dos pacientes.

4.3 - Critérios de inclusao

Pacientes pediatricos triados pelo PTN-MG entre janeiro de 1998 e
dezembro de 2014.

Pacientes com perfil eletroforético FS (HbSS ou SR°-talassemia).

Pacientes com anemia falciforme que se encontrarem estaveis clinicamente
e em controle ambulatorial no momento da coleta de amostras bioldgicas.

Pacientes que nao faziam uso de HU.

4.4 — Critérios de exclusao

Pacientes maiores de 20 anos.

Pacientes pediatricos com perfil eletroforético compativeis com outros
subtipos da doenga falciforme (HbSC, HbSD, HbSE, SB*-Tal).

Pacientes e/ou responsaveis que ndo concordaram em participar do estudo.
Pacientes transferidos, nao localizados e que evoluiram para ébito.

Pacientes que faziam uso de HU.



41

4.5 — Variaveis hematolégicas

Os pacientes com anemia falciforme acompanhados no ambulatério da
Fundacdo Hemominas realizam exames hematolégicos para o
acompanhamento clinico de rotina, estando os resultados disponiveis no
prontuario medico.

Foram estudados valores de:

e Concentragao total de hemoglobina

e Concentragdo relativa de hemoglobina fetal

e Contagem de reticuldcitos no sangue periférico
e Volume corpuscular médio (VCM),

e Hemoglobina corpuscular média (HCM),

e Leucometria basal (LEU)

e Contagem basal de plaquetas (PLAQ)

Os valores de Hb total, VCM, HCM, LEU, PLAQ e reticuldcitos foram
determinadas por contador eletrénico de células (CELL-DYN Ruby, Abbott
Laboratories, Santa Clara, CA, USA). A quantificagdo da porcentagem de HbF
foi realizada utilizando-se o método de eletroforese de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia.

Para determinacdo do nivel basal de cada parametro hematolégico, foi
considerada a média de todos os valores de exames, apds os dois anos de idade,
desprezando-se os valores apos transfusdes sanguineas (90 dias) ou eventos
clinicos significativos, como crises de dor grave, infeccdo grave, sequestro
esplénico agudo e crise aplastica. Nos pacientes em regime de transfusao cronica
ou tratamento com HU, os valores foram considerados até a data anterior ao inicio

das respectivas condutas terapéuticas.
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4.6 — Variaveis genéticas

Para extracdo do DNA gendmico, foram realizados os seguintes

procedimentos:

- As amostras de sangue coletadas em tubo contendo EDTA, foram
centrifugadas a 2.000 x g em centrifuga (Herareus, Megafuge 16R, Thermo
Scientific) durante 10 minutos para a separacdo do sangue total em plasma,
leucdcitos e eritrocitos.

- A partir da camada leucocitaria, a extracdo do DNA gendémico foi realizada
utilizando um kit comercial (QlAamp, Qiagen), seguindo as orientacdes do
fabricante.

- A determinagédo da concentragdo e do grau de pureza do DNA foi realizada
em espectrofotdmetro (NanoVueplus, GE Healthcare, Buckinghamshire,UK).
Posteriormente, o DNA foi diluido para 50ng/uL, concentragado utilizada nas

reacoes de PCR.

Foram genotipados dois polimorfismos (SNPs) localizados no gene eNOS:
e -786 T>C (rs2070744), localizado na regidao promotora (homozigoto
selvagem TT, heterozigoto TC, homozigoto recessivo CC).
e 894 G>T (rs1799983), localizado no éxon 7 (homozigoto selvagem GG,

heterozigoto GT, homozigoto recessivo TT).

A analise molecular dos SNPs -786 T>C e 894 G>T foi realizada por meio
de PCR em tempo real com as sondas Tagman C_ 15903863 10 e
C_3219460_ 20, respectivamente, produzidas pela Thermo Fisher Scientific. As
reacoes foram feitas a partir de 2uL de DNA, 10uL de Master Mix TagMan®
e 0,5uL da sonda assay mix. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em
um instrumento de PCR em Tempo real (modelo QuantStudio™3, Applied
Biosystems, CA, EUA) nos seguintes ciclos de temperatura: 60°C por 30
segundos e 95°C por 10 minutos, seguindo-se 50 ciclos a 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto e uma etapa final de 60°C por 30 segundos. A analise dos
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resultados e determinacdo dos gendtipos foi feita utilizando o software

genotyping, disponivel na Thermo Fisher Cloud.

4.7 — Analises laboratoriais

4.7.1 - Quantificacao de metabdlitos do 6xido nitrico

A quantificacado de nitrito/nitrato (metabdlitos de 6xido nitrico) foi realizada
por meio de deteccdo colorimétrica, a partir de amostras de urina coletadas
durante o controle clinico de rotina dos pacientes, no ambulatério da Fundacgao
Hemominas. Utilizou-se o kit comercial para quantificagao dos metabdlitos do NO,
seguindo as orientagdes do fabricante (Nitric Oxide Assay Kit, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Austria). O ensaio consiste na conversdo enzimatica de nitrato
NOs em nitrito NO2 pela enzima nitrato redutase. A quantificagao de nitrito/nitrato

foi realizada em um leitor de microplaca da Thermo Plate (modelo TP-Reader).

4.8 — Variavel resposta

4.8.1 - Deteccao de albuminuria e creatina em amostras de urina

A anadlise de microalbumindria foi realizada utilizando método
turbidimétrico, por meio do Kit Analisa. O método se baseia na aglutinagcado de
albumina presente na amostra de urina, juntamente com as particulas de latex
recobertas por anticorpos anti-albumina humana. Quanto maior for a aglutinagao,
maior € a quantidade de albumina presente na amostra.

A anadlise de creatinina foi realizada utilizando o método cinético-
colorimétrico, através do Kit Analisa. A creatinina e os interferentes presentes na
amostra reagem com o picrato em meio alcalino, originando um complexo
colorido. Mede-se a velocidade de formagao desse complexo em periodos iniciais
curtos, evitando-se assim a interferéncia de outros compostos.

A leitura das analises de microalbuminuria e creatinina foi realizada no
analisador bioquimico semiautomatico BioPlus (modelo BIO-2000).

A variavel albuminduria foi analisada como categorica: presente (albuminuria

maior ou igual a 30mg/g) ou ausente (albuminuria menor que 30mg/g). A
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albuminuria pode ser intermitente em individuos com anemia falciforme. Uma vez
que a razao albumina/creatinina na urina >100mg/g foi recentemente associado a

albuminuria persistente (51), usamos essa definicdo como desfecho secundario.

4.9 — Analise estatistica

As variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrao (DP) ou
mediana e intervalo interquatilico, conforme apropriado. Variaveis categoricas
foram expressas como porcentagem do total. As variaveis foram testadas em
relacao a distribuigdo normal ou ndo-normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
As associagoes entre variaveis nominais foram verificadas utilizando o teste de
qui-quadrado ou teste de Fisher. As variaveis continuas foram analisadas pelo
teste T ou Mann-Whitney, conforme a distribuicdo normal ou n&o-normal,
respectivamente. A analise de correlagao foi realizada pelo teste de correlagéo
de Pearson ou Spearman para variaveis com distribuicdo normal ou ndo-normal,
respectivamente. Foram considerados como estatisticamente significativos os
testes em que a probabilidade de erro alfa é igual ou inferior a 0,05. Todas as
analises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS versdo 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

4.10 — Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo
Hemominas e pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais
(anexo 1).

O termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (anexo 2) foi
apresentado aos responsaveis legais do participante, e, se necessario ao
participante, caso tivesse sete anos ou mais. O estudo foi explicado aos
responsaveis das criangas e adolescentes durante as consultas clinicas de rotina
de forma verbal e simples, visando a total compreensao do possivel participante.
Quando concedida a autorizacdo para participacdo, o responsavel legal e o
préprio participante, assinaram o TCLE, ficando sob sua guarda uma cépia e outra

sob a guarda dos pesquisadores.
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5- RESULTADOS
5.1 — Caracteristicas da populagao do estudo

A populagéo estudada foi composta por 80 criangas diagnosticadas com
anemia falciforme (HbSS). Destas, 35 (43,8%) eram do sexo masculino e 45
(56,3%), do sexo feminino. A média de idade foi de 11,95 £ 4,89 anos (Tabela
4).

Tabela 4: Distribuicao por sexo e faixa etaria da populagcéo do estudo no
momento da coleta de amostras.

Caracteristicas Frequéncia Porcentagem
Sexo

Feminino 45 56,30%
Masculino 35 43,80%

Idade
1-6 17 21,30%
7-12 27 33,80%
13-17 28 35,00%
218 8 10,00%

5.2 — Variaveis genéticas

Dentre as 80 criangas incluidas no estudo, a genotipagem dos
polimorfismos rs1799983 e rs2070744 foi realizada em amostras de DNA de 66
criangas (tabela 5). Os polimorfismos estudados estavam em Equilibrio de

Hardy-Weinberg (p>0,05).

Tabela 5: Frequéncia genotipica dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 do
gene eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de Minas Gerais.

Frequéncia Frequéncia

Polimorfismos Gendtipos  absoluta relativa
Gendtipos do SNP rs1799983 GG 52 78,80%
GT 12 18,20%

1T 2 3,00%

Total 66 100%
Gendtipos do SNP rs2070744 T 37 56,10%
TC 26 39,40%

CcC 3 4,50%

Total 66 100%
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5.3 — Andlise da presenca de albuminuria e albuminuria persistente na

populagao estudada

Dos 80 pacientes analisados, 45 (56,3%), apresentaram
normoalbuminuria e 35 (43,8%), apresentaram albuminuria. Dos 80 pacientes

analisados, 10 (12,5%) apresentaram albuminuria persistente (Tabela 6).

Tabela 6: Frequéncia de albuminuria e albuminuria persistente em criangas com anemia
falciforme do estado de Minas Gerais.

Frequéncia Frequéncia
Caracteristicas absoluta relativa
Albumindria
Normoalbuminuria 45 56,30%
Albuminuria 35 43,80%
Total 80 100%
Albumindria persistente
Sim 10 12,50%
Nao 70 87,50%

Total 80 100%
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5.4 — Avaliacao da associagao entre albuminuria e os polimorfismos
genéticos do gene da eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de

Minas Gerais

N&o houve associagao significativa entre albuminuria e os genaétipos dos
polimorfismos rs1799983 e rs2070744 do gene eNOS (Tabela 7).

Tabela 7: Avaliagdo da associagéo entre a ocorréncia de albuminuria e polimorfismos genéticos
do gene eNOS em criangas com anemia falciforme do estado de Minas Gerais.

Polimorfismos Normoalbumindria Albumindria Total ValordeP OR  1C95%
rs1799983
GG 28 26 54
% 51,90% 48,10% 100% 0,37 1,5 0,4-5,3
GTouTT 5 7 12
% 41,70% 58% 100%
rs2070744
TT 19 18 37
% 51,40% 49% 100% 0,50 11 04-29
TCou CC 14 15 29
% 48,30% 52% 100%

*Teste exato de Fisher
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5.5 — Avaliacao da associagcao entre albuminuria persistente e os
polimorfismos genéticos do gene da eNOS em criangas com anemia

falciforme do estado de Minas Gerais

N&o houve associagdo significativa entre albuminuria persistente e os
genotipos dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 (Tabela 8).

Tabela 8: Avaliagdo da associagcdo entre a ocorréncia de albuminuria persistente e
polimorfismos genéticos do gene eNOS em criangas com anemia falciforme do estado
de Minas Gerais.

Polimorfismos N3o Sim Total ValordeP OR 1C95%
rs1799983
GG 48 6 54
% 88,90% 11,10% 100%
0,074 4,0 0,9-17,4
GTouTT 8 4 12
% 66,70% 33% 100%
rs2070744
il 34 3 37
% 91,90% 8% 100% 0,063 36 08154
TCou CC 2 ; 29
% 75,90% 24% 100%

*Teste exato de Fisher

5.6 — Avaliagao da associagao entre os niveis urinarios de nitrato/nitrito,
polimorfismos genéticos do gene eNOS e albumindria em criangas com

anemia falciforme do estado de Minas Gerais

N&o houve associagao significativa entre os niveis urinarios de nitrato em
relagéo a ocorréncia de albuminuria ou albuminuria persistente (Tabela 9). Nao
houve associagao significativa entre os niveis urinarios de nitrato e os genotipos
dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 (Tabela 9).

Todas as amostras apresentaram niveis de nitrito abaixo do limite de

deteccao do ensaio.
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Tabela 9: Avaliacdo da associacao entre os niveis urinarios de nitrato com a ocorréncia
de albumindria e com os polimorfismos genéticos do gene eNOS em criangas com
anemia falciforme do estado de Minas Gerais.

Nitrato
(Mediana e intervalo
Variaveis interquartil) Valor de P
Albuminduria persistente Sim 4,20 +4,97 0,3
N3o 4,44 +5,27
Albuminduria 4,90 +4,83 0,58
Normoalbumindria 4,36 + 5,46
Polimorfismos
rs1799983 GG 4,41 + 4,83 0,79
GTouTT 4,29 + 3,63
rs2070744 T 4,22 +4,37 0,91
TCou CC 4,70 + 4,83

* Teste Mann-Whitney

5.7 — Variaveis genéticas e marcadores laboratoriais
Nao houve associagao significativa entre os gendétipos do polimorfismo
rs1799983 e os niveis de Hb total, HbF, HCM, VCM, leucdcitos, reticuldcitos e
plaquetas. O nivel de HbF das criancas que apresentavam os gendtipos TC ou
CC do polimorfismo rs2070744 foi significativamente maior quando comparado

com aquelas que possuiam o gendtipo TT (p=0,024). (Tabela 10).

Tabela 10: Avaliacdo da associagdo entre os polimorfismos genéticos e os marcadores
laboratoriais.

Parametros rs1799983 Valor de P rs2070744 Valor de P
GG GTouTT 1T TCouCC
Hb total (g/dL) 8,02+1,17 8,04+1,32 0,65 8,05+1,20 7,90+1,23 0,94
HCM (pg) 29,39 + 3,83 29,05 +5,12 0,68 28,90 + 4,42 29,60 + 3,66 0,76
VCM (fL) 91,65+11,95 90,75+ 7,30 0,71 91,50+11,11 91,60+ 9,20 0,66
HbF (%) 11,60+ 9,25 13,10+ 9,90 0,45 11,0+ 8,0 15,90+ 10,0 0,024
Retic (%) 12,67 £ 6,50 14,25 + 4,38 0,55 13,0+6,17 12,60+ 6,30 0,88
WBC (mm3) 14,75 + 4,50 15,0 £ 3,85 0,49 14,80 £ 4,53 14,70+ 4,12 0,81
Plaqueta (mm3) 415,17 +163,15 423,38 +183,27 0,96 412,13 +163,40 424,47 +176,85 0,77

* Teste Mann-Whitney

Legenda: Hb: hemoglobina, HCM: hemoglobina corpuscular média, VCM: volume corpuscular médio, HbF: hemoglobina

fetal, Retic: reticuldcitos, WBC: Contagem de célular brancas.
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6- DISCUSSAO

Uma caracteristica importante da anemia falciforme é a heterogeneidade na
gravidade do quadro clinico da doenga (6). Sabe-se que a via do NO modula a
gravidade da anemia falciforme, sendo que a maioria dos sintomas vasculares da
doenga podem ser decorrentes da deplecdo de NO (7). Embora os efeitos da
deplecdo de NO na gravidade da anemia falciforme estejam bem descritos na
literatura cientifica, ainda existem muitas controvérsias em relagdo as bases
moleculares das variantes genéticas do gene da eNOS na ocorréncia da nefropatia
falciforme. A influéncia dos SNPs rs2070744 e rs1799983 localizados no gene da
eNOS e responsaveis pela variacdo na producao de NO, tem sido estudada em
varias populagdes, porém nao existem muitos estudos avaliando a variabilidade
genética desses SNPs em pacientes com anemia falciforme, tampouco a influéncia
desses polimorfismos na ocorréncia de nefropatia falciforme.

Este é o primeiro estudo que avalia a influéncia dos polimorfismos do gene
da eNOS na ocorréncia de nefropatia em pacientes pediatricos com anemia
falciforme no estado de Minas Gerais.

Estudos previamente publicados avaliaram a associagcao dos polimorfismos
rs1799983 e 2070744 com manifestagcbes clinicas em pacientes com anemia
falciforme. Vargas e colaboradores (2005), analisando a influéncia do SNP
rs2070744 em pacientes brasileiros com anemia falciforme, observaram que
pacientes portadores do alelo C tinham maior tendéncia a desenvolver um curso
clinico mais grave da doenga do que pacientes sem o alelo C (14). Vicky Chaar e
colaboladores (2006), analisaram a associacédo dos SNPs do gene da eNOS na
ocorréncia de STA e crises vaso oclusivas em criangas com anemia falciforme e
observaram que os portadores dos gendtipos CC e TC do SNP rs2070744
apresentaram frequéncias mais baixas de STA do que os pacientes com o gendétipo
TT (52). Entretanto, Sharan e colaboradores (2004) avaliaram a associa¢cao do SNP
rs2070744 com a ocorréncia de STA em pacientes com anemia falciforme e
observaram que o alelo C estava associado ao aumento do risco de STA apenas
em mulheres. Os autores sugeriam que o SNP rs2070744 pode ser o primeiro
polimorfismo identificado como um modificador especifico de género na anemia

falciforme (13).
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A distribuicdo dos gendtipos TT e CC dos SNPs rs1799983 e rs2070744,
respectivamente, foi relativamente baixa na populacao estudada. Os polimorfismos
do gene da eNOS nao foram associados significativamente com a ocorréncia de
albuminuria, porém observou-se uma tendéncia de associagdo a ocorréncia de
albuminuria persistente (p=0,074 e 0,063). Esses achados sugerem que o alelo T
do SNP rs1799983 e alelo C do SNP rs2070744 podem estar relacionados a
ocorréncia de albuminuria persistente em criangas com anemia falciforme. Cabe
ressaltar que o tamanho da nossa amostra foi reduzido, sobretudo em relagéo aos
pacientes que apresentaram albuminuria persistente (10 de 80 individuos). Esse
fato pode ter comprometido a analise, fazendo com que n&o fossem detectadas
diferencas significativas. Em pacientes com diabetes do tipo 2, Shin e
colaboradores (2004) nao identificaram nenhum individuo com o gendtipo TT,
porém observaram uma deterioragcdo mais rapida da funcao renal nos casos com o
gendtipo GT em relagao ao gendtipo GG (rs1799983) (53). Os autores concluiram
que o gendtipo GT poderia ser um preditor de sobrevida renal e um fator de risco
para o desenvolvimento de ESRD em pacientes com diabetes do tipo 2 (53).

Estudos sobre associagao dos polimorfismos do gene da eNOS e a
ocorréncia de nefropatia falciforme sao escassos. A maioria dos estudos que
avaliaram a associagédo das variaveis genéticas em eNOS com nefropatia foram
realizados em pacientes com diabetes dos tipos 1 e 2. Noiri e colaboradores (2002)
observaram um aumento significativo do SNP rs1799983 em pacientes com
diabetes do tipo 2 que evoluiram para ESRD. Essas observacdes apontam para o
SNP rs1799983 ndo apenas como um gene que poderia contribuir para a
progressao da doenca renal, como também um possivel marcador prognostico em
pacientes com ESRD secundaria a diabetes do tipo 2 (54). Mollsten e
colaboradores (2009), observaram que o gendétipo GG do polimorfismo rs1799983,
foi protetor contra o desenvolvimento de doenca cardiovascular em pacientes
normoalbuminuricos, mas nado em pacientes com nefropatia diabética (55). Em
contrapartida, Hingorani e colaboradores (1999), observaram que o genétipo GG
do polimorfismo rs1799983 foi considerado um importante fator de risco para
doenca cardiovascular (56).

Nao houve associacao significativa em relacdo aos niveis de nitrato com a
ocorréncia de albuminuria, bem como com os polimorfismos do gene da eNOS na

populagao estudada. Em contrapartida, Nishank e colaboradores (2013) analisaram
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a associagao dos polimorfismos do gene da eNOS em pacientes com anemia
falciforme na india e observaram que pacientes com anemia falciforme grave, com
mutagcdes nos SNPs do gene da eNOS, tinham niveis plasmaticos
significativamente mais baixos de NO em comparacéo aos pacientes com anemia
falciforme leve e grupo controle (7). Os autores sugeriram que o gene da eNOS
poderia atuar como modulador genético do quadro clinico da doenca falciforme (7).

A anemia falciforme apresenta uma variabilidade clinica e hematoldgica
muito significativa. Varias manifestagbes clinicas da doenga influenciam no
aumento de marcadores laboratoriais, como por exemplo, episédios repetidos de
hemolise, inflamagbes agudas e crises dolorosas. Tais episédios influenciam
significativamente no aumento de moléculas de adesao e marcadores inflamatorios,
como a contagem global de leucdcitos, plaquetas, LDH, dentre outros (9,30). No
presente estudo, ndo houve nenhuma associagao significativa em relagdo ao SNP
rs1799983 e marcadores laboratoriais. No entanto, o alelo C do SNP rs2070744 foi
associado a concentragao maior de HbF. Niveis elevados de HbF estdo associados
ao aumento de hemoglobina total e sobrevida de eritrocitos, além da redugao da
incidéncia de algumas intercorréncias clinicas, como crises de dor, STA, ulcera de
perna, colelitiase e diminui¢cao do risco de MA em pacientes com anemia falciforme
que nao fazem uso de HU ou transfusdo sanguinea (57-59). Vilas-Boas e
colaboradores (2016) avaliaram o polimorfismo rs2070744 e as concentracdes de
VCAM-1 e ICAM-1 em pacientes com anemia falciforme. Os autores detectaram
que os portadores do alelo recessivo C apresentavam niveis mais elevados de
VCAM-1, sugerindo uma contribuicdo desse polimorfismo na inflamagao vascular
(15).

E importante reconhecer as limitacdes do presente estudo. Em primeiro
lugar, as dificuldades na realizagdo da pesquisa e impossibilidade de coleta de
amostras dos pacientes durante a pandemia do COVID-19, que acarretaram no
atraso de experimentos importantes relacionados ao projeto e impossibilitou sua
realizacdo em uma amostra maior de pacientes, prejudicando o numero amostral e
os resultados do trabalho. Outra limitacdo importante € em relacdo ao delineamento
do estudo, o estudo transversal, realizado em uma populagdo relativamente
pequena, ndo permite investigar se a relagao entre eles € causal ou nao.

Os dados encontrados no presente estudo indicam que mais estudos sao

necessarios, com amostras maiores, incluindo outros marcadores e analisando os
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haplétipos do gene da eNOS, a fim de estabelecer o papel dessas variantes na
modulagao do quadro clinico da doencga e na ocorréncia de nefropatia em pacientes

pediatricos com anemia falciforme.

7- CONCLUSOES

Pode-se concluir que os polimorfismos do gene da eNOS (rs1799983 e
rs2070744) nao foram associados significativamente com a presenca ou
persisténcia de albuminuria. Apesar dos achados sugerirem que o alelo T do
SNP rs1799983 e alelo C do SNP rs2070744 podem estar relacionados a
ocorréncia de albuminuria persistente nas criangas com anemia falciforme,
estudos confirmatorios s&o necessarios.

Nao houve nenhuma associagado significativa entre niveis urinarios de
nitrato e a ocorréncia de albuminduria.

Alguns estudos observaram que pacientes com anemia falciforme que
apresentavam mutagdes nos polimorfismos do gene da eNOS, tinham niveis
mais baixos de NO plasmatico. No entanto, ndo houve associacdo dos
polimorfismos rs1799983 e rs2070744 com niveis de nitrato neste estudo.

Apesar da grande variabilidade clinica e hematolégica da anemia
falciforme, ndo houve associagdo significativa entre o SNP rs1799983 e
marcadores laboratoriais. No entanto, o alelo C do SNP rs2070744 associou-se
a maiores concentragcdes de HbF.

Este estudo tem como perspectiva realizar dosagem dos niveis dos
metabdlitos de NO e analisar os polimorfismos rs1799983 e rs2070744 em uma
amostra maior, para reavaliar a associagao com a ocorréncia de albuminuria

persistente.
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9- ANEXOS
9.1 — Anexo 1: Comprovante de aprovacdo no comité de Etica em

Pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 01812712.7.0000.5149

Interessado(a): Prof. Marcos Borato Viana
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de outubro de 2016, a emenda abaixo relacionada, do projeto
de pesquisa intitulado "Nefropatia em crianga com doenga
falciforme".

» Acréscimos de estudos de poliformismos e dosagem de
marcadores inflamatdrios.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

/ 4 -
i o 4
it /o
LAV =I;J/\)» '-"é,.) )

Profa. Vivian/Resendé
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa If - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Nefropatia em crianga com doenga falciforme

Area Tematica:

Area 9. A critério do CEP.

Versao: 2

CAAE: 01812712.7.0000.5149

Pesquisador:  Marcos Borato Viana

Instituicdo:  PRO REITORIA DE PESQUISA ((UFMG))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Namero do Parecer: 101.529
Data da Relatoria: 05/09/2012
Apresentagao do Projeto:

Trata-se de estudo transversal, descritivo, seguido de ensaio clinico aberto. A populagéo a ser estudada
consistira de pacientes com idade entre 3 e 18 anos, com perfil eletroforético FS, correspondente a criangas
com homozigose SS ou SR0-talassemia, em acompanhamento no ambulatério da Fundagao Hemominas (FH)
em Belo Horizonte. A busca de dados sera desenvolvida no ambulatério da FH. O projeto propoe acompanhar
o desenvolvimento da nefropatia na anemia falciforme, por meio do reconhecimento da
microalbumindria/proteindria nas diferentes faixas etarias (entre 3 e 18 anos) de uma amostra 480 pacientes
com diagnostico de hemoglobinopatia SS/ SR0-talassemia, nascidos entre 01 de janeiro de 1994 e 31 de
dezembro de 2009, estratificados em 30 pacientes aleatorizados por cada ano de nascimento (30x16=480).
Além disso, pretende avaliar a eficacia, utilidade e seguranga do uso de hidroxiureia e enalapril na prevengao e
tratamento da nefropatia na anemia falciforme. Todos os pacientes encontram-se em controle clinicolaboratorial
regular no ambulatério da FH.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

1. Caracterizar o inicio do desenvolvimento da nefropatia na anemia falciforme, através do reconhecimento da
microalbuminuria/proteinuria nas diferentes faixas etarias (entre 3 e 18 anos); 2. Avaliar a eficacia, utilidade e
seguranga do uso de hidroxiureia e enalapril na prevengao e tratamento da nefropatia na anemia falciforme.

Objetivo Secundario:

1. Avaliar a associagao da nefropatia na anemia falciforme com género, idade, dados hematologicos e
bioguimicos, co-heranga de alfa-talassemia,gendtipo SS ou SR0-talassemia e intercorréncias clinicas; 2. Avaliar
a taxa de filtragao glomerular (TFG) basal nas diferentes faixas etarias e identificar associagao com
microalbuminuria e proteindria;

3. Avaliar a evolugéo da TFG e proteindria com o uso de hidroxiureia/inibidor de enzima

conversora de angiotensina(lECA).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Consta no projeto que néo havera riscos para os pacientes relacionados a coleta de urina, uma vez que se trata
de metodologia simples e néo invasiva. Os riscos relacionados a coleta de exames laboratoriais sdo aqueles
decorrentes da pungao venosa (dor ou hematoma), que sdao minimizados pela realizagao dos procedimentos
por profissionais treinados e dentro das normas de seguranga. Também os efeitos adversos relacionados aos

Enderego: Av. Presidente Anténio Carlos,6627 29 Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa || CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: 3134-0945 Fax: 3134-0945 E-mail: coep@prpqg.utmg.br; coep@reitoria.ufmg.br
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medicamentos utilizados (variavel de acordo com manifestagao) sao aqueles previstos nos protocolos
terapéuticos empregados, os quais ja indicam medidas de tratamento desses efeitos. Deve-se ressaltar que os
pacientes que fizerem uso de inibidor de enzima conversora de angiotensina (IECA) e/ou hidroxiureia serao
acompanhados regularmente em ambulatério especializado (Nefrologia Pediatrica/HC/UFMG e Hemominas)
para monitorizagao

do uso das medicagdes e de seus possiveis efeitos colaterais.

Beneficios

Com este estudo, pretende-se conhecer a prevaléncia da microalbuminuria/proteinuria (MA/P) e ospossiveis
fatores preditivos. A detecgdo precoce da MA/P seria portanto, um acréscimo valioso ao diagndstico de
nefropatia falciforme. Os pacientes poderiam ser beneficiados com sequimento clinico-laboratorial mais
frequente e intervencoes terapéuticas, como o uso de |IECA e hidroxiureia, visando prevenir, minimizar a
proteinuria e retardar uma evolugao para insuficiéncia renal. Além disso, a triagem rotineira da NF seria
favorecida com o uso de um exame nao invasivo, pouco incomodo para a crianga e seus familiares (por
envolver amostra Unica de urina e nao urina de 24 horas) e de facil reprodutibilidade, como a pesquisa de
microalbuminuria.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo proposto é classificado como de Fase IV, ou seja, pesquisas realizadas depois de comercializado o
produto e/ou especialidade medicinal. Estas pesquisas sao realizadas com base nas caracteristicas com que
foi autorizado o medicamento e/ou especialidade medicinal. Geralmente sédo estudos de vigilancia
poscomercializagdo, para estabelecer o valor terapéutico, o surgimento de novas reagdes adversas e/ou
confirmagéo da freqliéncia de surgimento das ja conhecidas, e as estratégias de tratamento. Nas pesquisas de
fase IV devem-se seguir as mesmas normas éticas e cientificas aplicadas as pesquisas de fases anteriores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Documentagao apresentada: Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanso do CONEP; Protocolo
de Pesquisa, Parecer Consubstanciado da Camara Departamental da Pediatria da Faculdade de Medicina da
UFMG; Anuéncia da Unidade Funcional Patologia e Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da UFMG;
Parecer Consubstanciado da Unidade Funcional da Pediatria do Hospital das Clinicas da UFMG; Parecer
Consubstanciado do CEP Elaborade pela Fundagao Hemominas (Instituigdo Coparticipante); Aprovagao pelo
Comite de Etica da Fundagdo Hemominas e TCLE.

Recomendacoes:
Incluir no TCLE que o COEP devera ser consultado somente quanto as questoes éticas da pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Somos, smj, pela aprovagao do projeto.

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado.

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: 3134-0945 Fax: 3134-0945 E-mail: coep@prpg.ufmg.br; coep@reitoria.ufmg.br
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BELO HORIZONTE, 19 de Setembro de 2012

Assinado por:

Maria Teresa Marques Amaral

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627 2° Ad S| 2005

Municipio: BELO HORIZONTE
3134-0945 Fax: 3134-0945

CEP: 31,270-901

E-mail: coep@prpq.ufmg.br; coep@reitoria.ufmg.br

63



64

FUNDAGAO HEMOMINAS-MG Wm

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Nefropatia em crianga com doenca falciforme

Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 01812712.7.0000.5149
Pesquisador:  Marcos Borato Viana

Instituicdo:  PRO REITORIA DE PESQUISA ((UFMG))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

Namero do Parecer: 93.416
Data da Relatoria: 06/09/2012
Apresentacao do Projeto:

O projeto propoe acompanhar o desenvolvimento da nefropatia na anemia falciforme, através do
reconhecimento da microalbuminuria/proteinuria nas diferentes faixas etarias (entre 3 e 18 anos) de uma
populagao de 480 individuos. Além disso, pretende avaliar a eficacia, utilidade e seguranga do uso de
hidroxiureia e enalapril na prevengao e tratamento da nefropatia na anemia falciforme.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS GERAIS

1. Caracterizar o inicio do desenvolvimento da nefropatia na anemia falciforme, através do reconhecimento da
microalbuminuria/proteinuria nas diferentes faixas etarias (entre 3 e 18 anos);

2. Avaliar a eficacia, utilidade e seguranga do uso de hidroxiureia e enalapril na prevengao e tratamento da
nefropatia na anemia falciforme.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a associagédo da nefropatia na anemia falciforme com género, idade, dados hematolégicos e
bioquimicos, co-heranga de ¢-talassemia, gendtipo SS ou S/ 0-talassemia e intercorréncias clinicas;

2. Avaliar a TFG basal nas diferentes faixas etarias e identificar associagao com microalbuminuria e proteinuria;
3. Avaliar a evolugao da TFG e proteintria com o uso de hidroxiureia/|[ECA.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios s@o descritos pelos pesquisadores. Apos avaliagao, considerou-se que os beneficios sao
maiores que o0s riscos apresentados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa é relevante e 0s pesquisadores responsaveis responderam todas as questoes
levantadas pelo CEP-Hemominas (Instituicdo Coparticipante).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os Termos de apresentagao obrigatoria foram apresentados e estao de acordo com a Resolugéo 196/96.

Recomendagoes:
Nao existem recomendagoes relacionadas ao projeto de pesquisa.

Enderego: Alameda Ezequiel Dias. 321

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.130-110

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (313)248--4587 Fax: (313)248--4600 E-mail: cep@hemominas.mg.gov.br
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Existe uma verséo do projeto distinta da publicada na Plataforma Brasil que encontra-se arquivada no CEP
Hemominas com data anterior & da Carta Circular n® 122/2012/CONEP/CNS/GB/MS.

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O projeto esta acordo com a Resolugédo 196/96 e por isso esta APROVADO pelo CEP-Hemominas.

BELO HORIZONTE, 10 de Setembro de 2012

Assinado por:
Maria Clara Fernandes da Silva

Enderego: Alameda Ezequiel Dias. 321

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.130-110

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (313)248--4587 Fax: (313)24B8--4600 E-mail: cep@hemominas.mg.gov.br
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9.2 — Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — (TCLE unico)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “ESTUDO DA
PREVALENCIA, PREVENCAO E TRATAMENTO DE MICROALBUMINURIA E
PROTEINURIA EM CRIANCAS COM ANEMIA FALCIFORME ACOMPANHADAS NA
FUNDACAO HEMOMINAS EM BELO HORIZONTE - MG”, que sera realizada no
ambulatério da Fundagdo Hemominas e no Servigo de Nefrologia Pediatrica do Hospital das
Clinicas da UFMG, sob responsabilidade do Prof. Marcos Borato Viana, Profa. Ana Cristina
Simdes e Silva e Dr. Paulo do Val Rezende.

A doenga falciforme é uma doenga do sangue, causado pela alteragdo na forma das
hemacias, as células vermelhas do sangue, que ficam parecidas com foice, ao invés de ter
a forma normal arredondada. Ela € uma doenga que causa diferentes sintomas nos
pacientes, com casos mais leves e outros mais graves.

A piora da fungao dos rins € uma complicagdo comum e com graves consequéncias
nos pacientes com anemia falciforme, chamada de nefropatia falciforme. Nosso objetivo
nesta pesquisa € estudar a nefropatia falciforme em criangas com doenga falciforme,
atendidas no ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte, para caracterizar o inicio do seu
desenvolvimento, descrever a sua associacdo com manifestagdes clinicas e alteracbes dos
exames laboratoriais (exames de sangue e urina).

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estarad autorizando que os
pesquisadores consultem os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianca pela
qual vocé é responsavel nos prontuarios médicos. Caso vocé autorize, vocé nao tera nenhum
custo. Iremos colher um pouco de sangue da veia (5ml) e uma ou mais amostras de urina da
crianga no dia da consulta agendada para realizar os testes para o diagnostico da nefropatia
falciforme e identificacao de possiveis fatores de risco para ocorréncia desse evento como,
por exemplo, niveis de determinadas proteinas no sangue ou urina e fatores genéticos, ou
seja, aqueles presentes no DNA. Caso seja verificada presenca de nefropatia, a crianga sera
encaminhada para o Servigo de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG,
onde sera realizada consulta com um médico especialista. Neste caso o paciente e seu
responsavel serao consultados e orientados para avaliagéo do uso de enalapril. Caso esteja
indicado o uso de enalapril, sera feita aleaorizagao (“sorteio”) para que a crianga use apenas
0 enalapril ou a ele seja associado hidroxiureia. Caso a crianga ja esteja em uso desta
medicacao por outros motivos, ela ndo sera suspensa, mesmo que o sorteio indique essa
opgao. Esses dois medicamentos sdo usados por via oral (capsulas ou comprimidos). A
forma de sua utilizagcdo, possiveis efeitos colaterais e controle médico do uso dessas

medicagdes serao melhor esclarecidos no caso da crianga necessitar o seu uso.
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A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas em alguns casos
pode ocorrer um hematoma (cor roxa) na regiao do brago onde a agulha foi introduzida. Caso
seja feita uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, a
amostra podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

Todas as avaliagdes e publicagdes cientificas serdo feitas respeitando-se o segredo
profissional e a protecao dos dados pessoais. Portanto, os participantes nédo serao
identificados.

Vocé podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto de pesquisa
e mesmo de seu tratamento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem
nenhum prejuizo ao cuidado de seu filho em seu atendimento e acompanhamento
ambulatorial e laboratorial na Fundagdo Hemominas. Vocé nao recebera remuneragéo por
participar do estudo.

Existem beneficios diretos para os pacientes participantes da pesquisa. A detecgao
precoce da nefropatia falciforme seria favorecida com o uso de um exame n&o invasivo,
pouco incomodo para a crianga e seus familiares (por envolver amostras de urina). Os
pacientes que apresentarem nefropatia falciforme podem receber seguimento clinico-
laboratorial mais frequente e possibilidade de uso de medicagbes com objetivo de prevenir,
minimizar a proteinuria e retardar uma evolugao para insuficiéncia renal.

Noés responderemos a qualquer questao relativa ao estudo, agora ou em qualquer
momento que for necessario. Os telefones para contato com os pesquisadores sao
32484596 ou 34099772. Vocé também podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (Avenida Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 20 andar, sala 2005.
Telefone 34094592).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apds ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “ESTUDO DA PREVALENCIA,
PREVENCAO E TRATAMENTO DE MICROALBUMINURIA E PROTEINURIA EM
CRIANCAS COM ANEMIA FALCIFORME ACOMPANHADAS NA FUNDACAO
HEMOMINAS EM BELO HORIZONTE - MG”, consinto em participar na qualidade de

responsavel pelo paciente , até que eu

decida em contrario.

Belo Horizonte, de de20

RESPONSAVEL.......oeeiiieiii ettt e e e e e e e e e e e e e aaeaaeeeeean
PESQUISATON ... e e e e e e e e e e e e e e e

Paciente com idade superior a 7 anos




