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RESUMO

Doenca falciforme (DF) designa o conjunto de distarbios hereditarios que advém de
mutacBes nos precursores eritréides com prevaléncia de hemoglobina S, caracterizada por
mutacdo no gene beta globina. A hemoglobina S em homozigose (Hb SS) denomina a anemia
falciforme (AF) e tem como consequéncia clinica anemia hemolitica crbnica e sintomas
variaveis. Para o tratamento é utilizado a hidroxiuréia (HU), unica medicagdo com impacto na
melhora da qualidade de vida dos pacientes. Devido a importancia dos processos inflamatorios
e dos fendmenos vaso-oclusivos, busca-se relacionar a doenca falciforme com a
hemocromatose hereditaria a fim de identificar pacientes com maior risco de desenvolver
quadros graves, pelo perfil de leucocitos (NLR). Tendo em vista que a hemocromatose
hereditaria esta intimamente relacionada com os processos de homeostase do ferro celular e que
pacientes com polimorfismos no gene HFE (C282Y, H63D e S65C) podem desenvolver uma
série de doencas inflamatdrias e neuronais, justifica-se a avaliacdo leucocitaria em pessoas com
anemia falciforme. Para tanto, foi necessario estabelecer a relacdo do gendtipo de doenca
falciforme com o gendtipo das mutacdes no gene HFE por meio de analise molecular indicando
a possivel gravidade clinica, mediante calculadora de gravidade da DF, e definir a expressao
fenotipica da AF em pacientes em uso e sem uso de HU e a concentracdo de ferritina com o
indice leucocitario. O estudo envolveu 516 pacientes, com idades entre 6 e 65 anos,
provenientes do estado do Rio de Janeiro. Os resultados mostraram que para a anemia
falciforme, nenhuma associacdo foi encontrada entre a heterozigose e homozigose para 0S
polimorfismos do gene HFE e a analise de frequéncia exibiu o equilibrio entre os alelos. Com
relacdo a gravidade da doenca, a mutacdo H63D apresentou diferenca significativa e as
mutacOes C282Y e S65C ndo; A baixa frequéncia em populagGes miscigenadas pode explicar o
resultado. O género apresentou relagdo com o numero de neutréfilos e linfécitos em uso ou ndo
de HU. A associacdo do NLR com a ferritina demonstrou diferencas, indicando que casos
graves de AF podem agravar a absorcdo de ferro. J& as varidveis género, presenca ou auséncia
da mutacdo H63D, o uso ou ndo de hidroxiuréia e a gravidade da doenga, ndo demonstraram
diferencas. No entanto, as mutacdes no gene HFE podem influenciar no processo inflamatério
da doenca e o tratamento com HU diminui o NLR e contribui para uma diminuicao do risco de
morte, visto que 0 aumento do nimero de neutréfilos pode promover crises vaso-oclusivas. Este
estudo enfatiza a importancia do desenvolvimento de mais estudos sobre o efeito da HH na AF

e sua relacdo com o NLR. Tragar o perfil dos portadores que estdo predispostos a



desenvolverem quadros clinicos mais graves permite aos profissionais da saude tracar

estratégias para um suporte mais eficaz.

Palavras—chave: Doenca falciforme, Hemocromatose hereditaria, Anemia falciforme, Perfil de
leucécitos.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) designates the set of hereditary disorders that result from
mutations in erythroid precursors with prevalence of hemoglobin S, characterized by a mutation
in the beta globin gene. Hemoglobin S in homozygosis (Hb SS) is called sickle cell anemia
(SCA) and its clinical consequence of chronic hemolytic anemia and variable symptoms. For
the treatment, hydroxyurea (HU) is used, the Only medication with impact on improving the
quality of life of patients. Due to the importance of inflammatory processes and vaso-occlusive
phenomena, an attempt is made to relate sickle cell disease with hereditary hemochromatosis
in order to identify patients at higher risk of developing severe conditions, based on the
leukocyte profile (NLR). Considering that hereditary hemochromatosis is closely related to
cellular iron homeostasis processes and that patients with polymorphisms in the HFE gene
(C282Y, H63D and S65C) can develop a series of inflammatory and neuronal diseases,
leukocyte evaluation in people with sickle cell anemia is justified. Therefore, it was necessary
to establish the relationship between the sickle cell disease genotype with the genotype of
mutations in the HFE gene through molecular analysis indicating the possible clinical severity,
using a SCD severity calculator, and to define the phenotypic expression of SCA in patients
using and not using HU and the ferritin concentration with the leukocyte index. The study
involved 516 patients, aged between 6 and 65 years, from the state of Rio de Janeiro. The results
showed that for sickle cell anemia, no association was found between heterozygosity and
homozygosity for the HFE gene polymorphisms and frequency analysis showed the balance
between the alleles. Regarding disease severity, the H63D mutation showed a significant
difference and the C282Y and S65C mutations did not; The low frequency in mixed populations
may explain the result. Gender was related to the number of neutrophils and lymphocytes using
or not HU. The association of the NLR with ferritin showed diferences, indicating that severe
cases of SCA can worsen iron absorption. While the variables gender, presence or absence of
the H63D mutation, the use or not of hydroxyurea and severity of the disease did not show
differences. However, mutations in the HFE gene can influence the inflammatory process of
the disease and treatment with HU decreases the NLR and contributes to a decrease in the risk
of death, since the increase in the number of neutrophils can promote vaso-occlusive crises.
This study emphasizes the importance of developing more studies on the effect of HH on SCA

and its relationship with the NLR. Tracing the profile of patients who are predisposed to



developing more severe clinical conditions allows health professionals to devise strategies for

more effective support.

Keywords: Sickle cell disease, Hereditary hemochromatosis, Sickle cell anemia, Leukocyte profile.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca falciforme

A hemoglobina (Hb) é um heterotetramero presente no interior dos eritrécitos, formada
por quatro subunidades do tipo alfa e beta, cada uma composta pela globina, fracdo proteica
que varia geneticamente, e pelo heme, grupo prostético que contém o ferro, o qual se combina
com o oxigénio e confere a molécula sua capacidade de transporte de gases (ZAMARO,
BONINI-DOMINGOS, 2010). As cadeias alfa e beta sdo sintetizadas por genes localizados nos
cromossomos 16 e 11, respectivamente. Cada cadeia do tipo alfa apresenta 141 aminoacidos e
cada cadeia do tipo beta possui 146 aminoacidos (MOUSINHO-RIBEIRO et al., 2008).

A sintese de hemoglobinas possui um complexo sistema de regulacdo no processo de
ontogénese, onde ocorrem alteracOes na expressdo dos genes das globinas, o que permite a
formacao de diferentes tipos de Hb. Essas hemoglobinas possuem a mesma estrutura, diferindo-
se apenas pelos pares de cadeias globinicas. No periodo embrionario, sdo formadas as Hb
Gower | ({2&2), Hb Gower Il (az2¢2), Hb Portland 1 (¢2y2) e Hb Portland 1l ({2f32), ainda nessa
fase inicia-se a sintese de Hb Fetal (Hb F), constituida por duas cadeias alfa e duas gama (a2y2).
A Hb F substitui gradativamente as hemoglobinas embrionérias, permanecendo até o
nascimento em razdo de sua maior afinidade com o oxigénio. Apo6s o nascimento, a Hb F é
substituida pelas Hb do adulto, com sintese de Hb A (a282) e de Hb A (a252). Dessa forma, a
hemoglobina predominante no adulto é a Hb A (96% a 98%), sequida pela Hb A (2,5% a 3,5%)
(GRILO, 2021; ZAMARO, BONINI-DOMINGOS, 2010).

Mutac6es no gene da globina ocasionam diferengas na sintese das cadeias alfa e beta,
modificando o produto das subunidades de proteinas, como ocorre nas talassemias, ou
produzem proteinas estruturalmente diferentes, sendo caracterizadas como hemoglobinas
variantes. No segundo caso, essas mutacdes originam, geralmente, substituicbes de um Unico
aminoécido na proteina globina, tendo como resultado a formagdo de um tetrdmero de
hemoglobina variante (THOM et al., 2013).

Dentre as diversas variantes de hemoglobinas descritas, esta a Hemoglobina S (Hb S).
Sua formagdo € consequéncia de uma mutagdo missense no DNA, cujo produto, um residuo de
acido glutamico, é substituido por uma valina na posicdo seis da cadeia beta-globina. A

presenca predominante de Hb S, indica a doenca falciforme, havendo casos em que a Hb S
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interage com outros tipos de hemoglobinas variantes, como por exemplo, comaHb D, Hb C, e
também com talassemias (ARDUINI; RODRIGUES; TROVO DE MARQUI, 2017).

A doenca falciforme é uma das alteracdes hereditarias mais comuns na humanidade e
acomete pessoas com ancestralidade indiana, arabe e principalmente africana, na qual a
frequéncia do gene para Hb S atinge 1 a cada 3 ou 4 pessoas provenientes do oeste da Africa,
enguanto no continente americano 1 a cada 400 afro-americanos possuem o gene. Nos paises
desenvolvidos a incidéncia do gene para Hb S é muito menor, mas o0 nimero de casos de doenca
falciforme vem aumentando devido a migracédo de pessoas dos paises com alta frequéncia do
gene (INUSA et al., 2019).

Individuos com a Hb S em heterozigose (Hb AS), sendo o gene HBBA nao mutado,
podem usufruir de uma vida normal, pois ndo apresentam manifestacdes clinicas, exceto em
casos atipicos, entretanto, quando ha ocorréncia do gene para Hb S (HBBS) em homozigose
(Hb SS), os individuos apresentam a condicdo grave da doenca, denominada anemia falciforme,
principalmente decorrente da polimerizacao da Hb S, fazendo com que os eritrocitos adquiram
forma de foice (SOARES et al., 2017).

A estrutura espacial modificada da molécula é resultado da baixa concentracdo de
oxigénio sanguineo, acidose e desidratacdo, que promovem a formacéo de pontes de hidrogénio
anormais entre os aminoacidos da valina na posi¢do 1 com a valina mutante que substitui o
acido glutdmico na posicdo 6 da mesma cadeia polipeptidica. Isso propicia fenémenos de
degradacéo oxidativa, com geracao de radicais livres oxidantes (MOUSINHO-RIBEIRO et al.,
2008). Como consequéncia da polimerizacdo, os eritrocitos se tornam mais rigidos e densos,
assim, nessas condicdes, eles sdo levados a sofrer hemdlise e seu tempo de vida decai de
aproximadamente 120 dias, no caso de eritrocitos sem alteracdes, para cerca de 10 a 20 dias
(INUSA et al., 2019).

O quadro clinico para individuos com anemia falciforme (Hb SS) é variavel, e suas
complicacdes podem ser separadas em trés conjuntos. O primeiro, contém sintomas de anemia
hemolitica e suas sequelas, que sdo complicacdes agudas da anemia falciforme, como hiper
hemdlise, caracterizada pela queda acentuada de hemoglobina seguida do aumento da taxa
hemolitica; sequestro esplénico agudo, no qual ocorre sensibiliza¢do do baco consequente dos
eritrocitos em forma de foice, e a concentracdo de hemoglobina decai para 2g/dL, sendo uma

das principais causas de morte entre criancas; e crises aplasticas, nesse caso a eritropoiese €
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interrompida por processos infecciosos 0 que ocasiona a reducdo da contagem absoluta de
reticuldcitos (BALLAS et al., 2010).

O segundo conjunto de complicages é resultado do processo priméario da doenca e se
relaciona a crises de dor aguda, subaguda, crénica ou episodicas dependendo do local em que
houve dano tecidual. Dentre elas estdo os episodios vaso-oclusivos, quando ocorre a obstrucao
do fluxo sanguineo devido a forma de foice dos eritrécitos, ocasionando fortes crises de dor por
horas ou, até mesmo, dias; ha também crises de dor relacionadas a insuficiéncia multiorganica

aguda, sindromes de dor iatrogénicas e dores neuropaticas (BALLAS et al., 2010).

O terceiro e ultimo conjunto se relaciona aos principais érgédos, levando a complicagdes
neuroldgicas, como o acidente vascular cerebral e o ataque isquémico transitorio; complicacdes
oftalmoldgicas, cardiacas, pulmonares, gastrointestinais e renais (BALLAS et al., 2010).
Aliado a esses agravamentos, o processo inflamatorio sisttmico e, em especial o envolvimento
de plaquetas e de mediadores inflamat6rios como gatilho para a vaso-ocluséo, é ponto de estudo
para entendimento dos mecanismos de acdo moleculares e celulares na inflamagéo cronica da
anemia falciforme (BALLAS; DARBARI, 2020).

A doenca se manifesta de forma complexa com interacdes entre fatores modificadores,
genes e meio ambiente. Sendo assim, a polimerizagdo de hemacias falciformes, quando em
ambientes desoxigenados, pode ser influenciada pela co-heranca da talassemia alfa e nivel de
hemoglobina fetal (THEIN, 2017). Por se tratar de uma doenca pleiotrdpica sistémica, a doenca
falciforme pode afetar quase todos os 6rgdos dos pacientes, suas manifestacfes fenotipicas
variam em frequéncia e gravidade entre pacientes e no mesmo paciente ao longo do tempo
(BALLAS et al., 2010).

Esses sintomas podem levar os pacientes a 6bito quando jovens, adultos ou até mesmo
no inicio da infancia. A fim de diminuir os agravamentos dos sintomas, o diagndstico precoce
se faz fundamental. Em razéo da variedade de sintomas, o tratamento se baseia em medidas
profilaticas, como uma alimentacéo rica em acido folico e zinco, hidratagdo, imunizagcdo com
vacinas e terapia transfusional quando em casos de crises persistentes e uso de hidroxiuréia, a

Unica droga que tem apresentado resultados no tratamento da doenca (SOUZA et al., 2016).

A hidroxiuréia é um quimioterdpico que age sobre a eritropoiese, interrompendo a
divisdo celular e estimulando a sintese intraeritrocitaria da Hb Fetal, para compensar os niveis
baixos de oxigénio. Além disso, promove diminui¢cdo do numero dos neutréfilos, hidratacdo

eritrocitaria e reducdo da expressdo de moléculas de adesdo dos eritrdcitos, contribuindo para a
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reducdo do numero de crises vaso-oclusivas, do nimero de hospitalizacdo e do tempo de
internacdo, com impacto positivo na qualidade de sobrevida dos pacientes com DF
(CANCADO et al., 2009).

Com relacdo a gravidade da doenca, foi desenvolvida uma ferramenta em 2007,
denominada “Calculadora da Gravidade da Doenca Falciforme”, com a finalidade de definir
escores de gravidade e classificacdo dos pacientes em categorias por fendtipo (leve,
intermediaria e grave). Essa ferramenta foi desenvolvida por meio de modelagem de rede
Bayesiana usando 25 variaveis clinicas e laboratoriais para estimar um score de gravidade da
DF, que varia de 0 (menos grave) a 1 (mais grave), com um modelo de rede calculando o risco
de morte dentro de cinco anos. O valor preditivo, ou seja, a precisdo da previsdo de morte com
base em um perfil clinico e laboratorial, do modelo foi validado em dois conjuntos
independentes de pacientes e mostrou alta especificidade e sensibilidade (SEBASTIANI et al.,
2007). Essa ferramenta on line teve seus dados validados para a populacao brasileira por Belini
Junior. O estudo dividiu 500 pacientes de acordo com a idade em trés grupos, de 5 a 17 anos,
de 18 a 40 anos, e acima de 40 anos. Em seguida, foram comparados os resultados pré e pés
uso de hidroxiuréia, e estes resultados indicaram que 0s grupos brasileiros apresentam maior

score de gravidade em relacdo aos grupos de outros paises (BELINI JUNIOR et al., 2015).
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1.2 Gene HFE

O gene HFE, responsavel pela codificacdo da glicoproteina de transmembrana
denominada proteina HFE, colabora na regulacdo do metabolismo do ferro, sendo um cofator
importante para diversos processos fisioldgicos e bioldgicos, devido a sua capacidade de fazer
ligacdes com receptores de transferrina, posicionados nas membranas celulares (NIXON et al.,
2018).

Localizado no brago curto do cromossomo 6 (6.p21.3), este gene tem papel fundamental
na prevencao da hemocromatose, doenca autossdmica recessiva caracterizada pelo excesso de
ferro no sangue, ocasionada na maioria das vezes, por mutac¢des no gene HFE (LI et al., 2014).
O ferro é essencial para 0 metabolismo, porém em excesso pode levar a disfuncéo e danos em
varios sistemas, devido sua toxicidade (SELVARAIJ et al., 2021).

Os sintomas iniciais da sobrecarga geralmente sdo fadiga, artralgia/artrite, dor
abdominal, diminuicdo da libido e perda de peso. Os sinais clinicos mais frequentes sao
hepatomegalia, esplenomegalia e artropatia (SANTOS et al., 2009). No entanto, como a
deposicéo de ferro ocorre de forma gradativa e cumulativa, o aparecimento dos sintomas, na
maioria dos casos, ocorre apos a terceira década de vida, dificultando o diagndstico precoce da
doenca (BONINI-DOMINGOS, 2006). Sem o tratamento adequado, com o decorrer do tempo,
outros sintomas acrescentam-se, como fibrose portal, cirrose hepatica e insuficiéncia hepatica,
adelgacamento e hiperpigmentacédo da pele. O comprometimento cardiaco é uma das principais
complicacdes da sobrecarga e de grande importancia na morbimortalidade de pacientes com
AF (SANTOS et al., 2009).

A hemocromatose pode ser classificada em duas classes. A primeira é denominada
hemocromatose hereditaria (HH) e esta relacionada com a homeostase do ferro, sendo dividida
em quatro tipos diferentes (tipo 1, 2A, 2B e 3). A HH tipo 1 esta ligada ao gene HFE e ¢
consequente de trés polimorfismos distintos, que sdo: C282Y, H63D e S65C (SOUTO;
PUGLIESI; LOPES, 2016). A mutacéo para o polimorfismo C282Y ocorre em cerca de 90 a
95% dos pacientes com hemocromatose hereditaria (NIXON et al., 2018) e é consequéncia da
transicdo de uma tirosina por uma cisteina no cédon 282 do éxon 4. O polimorfismo H63D
ocorre em cerca de 15 a 20% da populacéo e decorre da transversdo da histidina por um acido
aspartico na proteina e a mutacao ocorre no éxon 2 do cédon 63. Enquanto que a mutagdo para
o polimorfismo S65C é responsavel pela substituicdo de uma serina por uma cisteina, devido a
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troca no éxon 2 e ocorre em cerca de 2 a 3% dos pacientes (GOUVEIA; RIBEIRO;
CARRILHO, 2016; SOUTO; PUGLIESI; LOPES, 2016).

A segunda classe ocorre devido a mutacdes em genes responsaveis pela sintese de outras
proteinas envolvidas no metabolismo do ferro. A hemocromatose secundaria depende de outros
processos complementares, como por exemplo a sobrecarga devido a multiplas transfusées de
sangue. Nesse caso, é resultado de doencas congénitas ou adquiridas que resultam no excesso
de ferro secundario, sendo as mais comuns: anemia hemolitica, anemia falciforme, talassemia
beta maior, hepatopatias e eritropoiese ineficaz (SOUTO; PUGLIESI; LOPES, 2016).

Entretanto, a presenca de mutacdo no gene HFE ndo é suficiente para o diagnostico,
porque a penetrancia do alelo mutante e a expressdo fenotipica da doenca sdo relativamente

baixas, tornando dificil prever o quadro clinico da doenga (SANTOS et al., 2009).

A HH estd majoritariamente associada a homozigose para 0 genétipo C282Y,
evidenciando a doenca clinica, entretanto, como as mutacdes para S65C e H63D possuem
penetrancia reduzida, apesar da mutacdo para H63D ser mais frequente em caucasianos, quando
em heterozigose composta com o gene C282Y (C282Y/H63D e C282Y/S65C) evidencia apenas
uma sobrecarga moderada (GOUVEIA; RIBEIRO; CARRILHO, 2016).

As proteinas HFE resultantes das mutag6es alteram a homeostase do ferro celular e estéo
relacionadas a uma série de doencas inflamatorias e neuronais. Em especial no cérebro,
micrdglias e macrdfagos sdo responsaveis por manter a homeostase e a modulacgdo inflamatoria

associada com o processo patogénico de multiplas doencas (NIXON et al., 2018).

Nos macrofagos € realizada a reciclagem do ferro, através da degradacdo da
hemoglobina. Estes detectam alteracdes quimicas na membrana dos eritrécitos decorrentes do
tempo na circulacdo ou de defeitos, submetendo-os a eritropoiese. O ferro é liberado do grupo
heme, com a participacdo da enzima heme oxigenase, e a cadeia globinica é reaproveitada para
sintetizar novas proteinas. Apos ser liberado, pode ser armazenado no proprio macrofago, como
ferritina, proteina responsavel pelo armazenamento do ferro no organismo, quando sua
saturacdo estiver normal ou aumentada; ou ser exportado pela ferroportina, uma proteina
transmembrana com a funcdo de transportar o ferro até a corrente sanguinea e, posteriormente,
para a medula dssea; e oxidado a Fe** pela ceruloplasmina, a fim de facilitar a ligagéo ferro-
transferrina. Tanto a ferritina quanto a ferroportina possuem o objetivo de evitar o estresse
oxidativo, reduzindo sua reatividade, e facilitam a sua liberacéo para os locais de acéo e estoque
(SANTOS et al., 2009; SOUTO; PUGLIESI; LOPES, 2016).
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A hepcidina surgiu como a principal reguladora da homeostase, de forma a reduzir a
exportacdo de ferro para o plasma devido sua interagdo com a ferroportina na superficie de
enterocitos e macrofagos. A modulacdo da expressdo de hepcidina deve-se ao gene HFE,
devido a sua ligagdo com os receptores de transferrina. Em condigdes normais, o aumento do
ferro estimula a secrecdo de hepcidina, o que promove reducgéo da sua absorcéo e, assim, fica
retido no macrofago, sob a forma de ferritina (SOUTO; PUGLIESI; LOPES, 2016).

MutacBes nesse gene originam uma proteina incapaz de se ligar corretamente a
transferrina, diminuindo a concentracdo plasmatica de hepcidina e aumentando a quantidade de
ferro ndo ligado a transferrina (CANCADO; ALVARENGA,; SANTOS, 2021). Na presenga de
anemia e hipdxia também sdo encontradas concentragdes diminuidas de hepcidina. O ferro livre
atua como catalizador de reagdes oxidativas e consequente sintese de radicais superéxidos e

radicais hidroxilas, lesando a membrana celular, proteinas e DNA (SANTOS et al., 2009).

A flebotomia terapéutica, também denominada sangria terapéutica, € o tratamento
padrdo para pacientes com hemocromatose, devido ao baixo custo, sendo muito eficaz e segura,
de modo a prevenir danos aos tecidos e células por evitar as espécies reativas de oxigénio da
sobrecarga. A flebotomia pode remover de 400 a 500mL de sangue, considerando 0 peso
corporal, retirando aproximadamente de 200 a 250mg de ferro do corpo, a cada 1 a 4 meses,
dependendo do estado de ferro do paciente (CANCADO; ALVARENGA; SANTOS, 2021).

A terapia de quelacao de ferro ndo é indicada para hemocromatose classica. Porém, é
um tratamento adjuvante em casos raros, como na sobrecarga grave sem eficacia com
flebotomias (CANCADO; ALVARENGA; SANTOS, 2021). Os quelantes de ferro séo
medicamentos administrados por via oral, por infusdo subcutdnea ou intravenosa, com
substancias capazes de se ligar a uma molécula de ferro. Apos ser quelado, é excretado através
das fezes, e sua eficacia € proporcional a dose administrada (SOUTO; PUGLIESI; LOPES,
2016).

Um dos pontos de entendimento de alteragdo fenotipica das células com as variantes
HFE é que as células reticulo endoteliais, especificamente os macrdfagos, sdo pobres em ferro.
A proteina HFE mediando a sua regulacdo nos macrofagos e sua relagdo com respostas
inflamatorias pode ser o mecanismo de ligacdo entre doencas ndo relacionadas. O gendtipo
HFE impacta fundamentalmente em funcGes do macréfago como proliferacao e sobrevivéncia
(NIXON et al., 2018). Esse pode ser o mecanismo pelo qual variantes HFE tém impacto no
estado da doenca falciforme.
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Com relagdo a interacdo entre a anemia falciforme, processo inflamatorio crénico, com
hemocromatose hereditaria, caracterizada pelo excesso de ferro no sangue, deve-se considerar
que a sobrecarga pode levar pacientes falciformes a morte, devido a seus efeitos pro-
inflamatdrios que geram radicais hidroxila e danos oxidativos em organelas, membranas
celulares e no DNA. O potencial inflamatdrio pode ser avaliado pela relagao neutréfilo-linfécito
(NLR) que apresentou 76% de especificidade e 85% de sensibilidade em estudo prévio,
representando ser um bom marcador inflamatério em doenca falciforme em pessoas com uso
de hidroxiuréia. Da mesma forma, o niUmero de mondcitos circulantes pode inferir a quantidade
de células ativadas em processos inflamatérios (LIU et al., 2019; ZAHRAN et al., 2020).

Além disso, os mondcitos circulantes sdo referidos como protetores de lesdo ao
endotélio em anemias hemoliticas e fornecem protecdo em eventos de vaso-oclusdo e doenca
falciforme, pois normalmente esses mondcitos limpam as células danificadas e detritos a partir
da vasculatura. Um subset de mondcitos (PMo) circulantes expressa altos niveis de Heme
Oxigenase (HO-1), uma enzima degradante de heme com propriedades anti-inflamatorias,
evidenciando que pessoas com evento vaso-oclusivo recente tem ndmero reduzido de PMo e
consequentemente de HO-1, prevenindo a fixacdo de hemaécias falciformes ao endotélio e

evitando a hemdlise e oxidacdo (LIU et al., 2019).

2. JUSTIFICATIVA

A doenca falciforme é consequéncia da selecdo de uma mutacdo nos precursores
eritroides, em pessoas de regides da Africa, com sua subsequente migracao para outras regides,
transmitindo os genes mutados ao longo das geracdes. Por se tratar de uma doenca com grande
heterogeneidade fenotipica e diversidade de complicacfes sintomaticas, elevados indices da
manifestacdo da doenca na populagdo mundial e a alta taxa de mortalidade dos pacientes

falciforme, a doenca tornou-se um problema de salde publica.

Em busca de relacionar a anemia falciforme, processo inflamatério crénico, com
hemocromatose hereditaria, e o potencial inflamatdrio destacamos a importancia deste estudo
cujo propésito foi relacionar a gravidade dos sintomas de pacientes com doencas falciformes e
os polimorfismos no gene HFE (C282Y, H63D e S65C); nesses pacientes é importante avaliar
o potencial inflamatério por meio de alteragdes de leucécitos com férmulas matematicas e

relacdo entre valores numéricos obtidos em hemograma.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a frequéncia de variantes do gene HFE entre pacientes com doenca falciforme
e sua gravidade clinica e relacionar a expressdo fenotipica da AF em pacientes em uso e sem
uso de HU e respectiva concentracdo de ferritina com o indice NLR, a fim de identificar sua

influéncia no processo inflamatorio da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

Em pacientes com doencas falciformes e portadores dos polimorfismos no gene HFE
(C282Y, H63D e S65C) estabelecer:

1. Arelacédo do genotipo de doenca falciforme com o genétipo das mutagdes no gene
HFE por meio de avaliagédo de sintomas recorrentes;

2. A gravidade clinica dos portadores de anemia falciforme e mutacdo no gene HFE
por meio de calculadora de risco eletrénica conforme definido por Belini Junior
(2014);

3. A contagem de neutrofilos e linfdcitos dos pacientes categorizados como baixo,
normal e alto;

4. O indice leucocitario por meio de férmula matematica nos pacientes anteriormente
classificados como graves, intermediarios e leves;

5. A concentracdo sérica de ferritina dos pacientes classificados como baixa, normal,

alta e elevada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foram utilizadas amostras de DNA de 516 pessoas com doenca falciforme, em estado
estacionario da doenca, em uso e sem uso de hidroxiuréia, de homens e mulheres, provenientes
do estado do Rio de Janeiro. O projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Sao José do Rio Preto
(UNESP/IBILCE) sob o protocolo nimero 006/11 e CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica) 0030.0.229.000-10, obedecendo aos principios estabelecidos na Resolugio
466/2012 e adicionais, do Conselho Nacional de Saude (CNS). Solicitamos dispensa de termo
de consentimento, pois as informag6es foram obtidas a partir da reanalise de dados ja coletados

e anteriormente aprovados.

Todas as amostras foram submetidas & analise molecular para confirmar a doencga
falciforme, e as mutacdes em gene HFE. Verificaram-se 235 individuos com DF do sexo
masculino e 281 do sexo feminino, com idades entre 6 e 65 anos. O DNA genémico foi extraido
das amostras de sangue pelo método de salling-out e a frequéncia de Hb S foi efetuada pelo
método PCR RFLP. A frequéncia das trés variantes do gene HFE (H63D, C282Y e S65C) foi
analisada pelo método PCR RFLP.

A variabilidade fenotipica foi avaliada por meio de informacdes de prontuério e anélise
do hemograma e histérico clinico de cada paciente, caracterizando o score de gravidade da
doenca pela Calculadora da Gravidade da DF, validada em nosso laboratério na tese de
doutorado “Determinantes genéticos, bioquimicos e clinicos na resposta ao uso de hidroxiureia
na doenga falciforme” (BELINI JUNIOR, 2014).
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4.2 Métodos

4.2.1 Extracdo de DNA (Método por precipitacdo salina ou salling-out) (SAMBROOK et al.,
1989 - modificado)

Principio:

Técnica utilizada para extrair DNA genémico a partir de leucocitos de sangue periférico.
O método é realizado em trés etapas: lise das células sanguineas, desproteinizacdo, precipitacéo
de DNA e ressuspensdo. Os tampdes de lise rompem os eritrocitos e glébulos brancos.

Procedimento:

Amostras de sangue periférico foram colhidas com EDTA. Foi transferido 1 mL de
sangue para um tubo de microcentrifuga de 1,6 mL estéril e centrifugado por 5 minutos a 5000
rpm a temperatura ambiente. O plasma foi desprezado e ao sedimento foi adicionado 900 pL
do Tampdo 1x contendo Triton (5 mL do Tampdo 10x + 45 mL de Triton). E apds vortexar
vigorosamente, foi novamente centrifugado por 5 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado por inversdo e o sedimento lavado com 1 mL de Tampé&o 1x (5
mL do Tampdo 10x + 45 mL de &gua milliQ) e, em seguida, centrifugado a 5000 rpm a
temperatura ambiente por 5 minutos. O procedimento foi repetido por 3 vezes ou até que o
sedimento contendo os leucdcitos esteja branco, isento de hemoglobina. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento ressuspenso com 200 pL do Tampdo 2 (1x) e homogeneizado.
Acrescentou-se 20 pL de SDS a 10%. Ap6s homogeneizacdo, o microtubo foi colocado em
banho-maria por 15 minutos a 56°C. Foi adicionado 100 puL de NaCl (5M), homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 1200 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de microcentrifuga estéril e o precipitado descartado. Ao sobrenadante foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e o tubo invertido até a precipitacdo do DNA. O

material foi armazenado no congelador por no minimo 30 minutos.

Posteriormente, o material foi centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos & temperatura
ambiente e o etanol absoluto removido. O DNA foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e,
em seguida, centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Esse Ultimo passo
foi repetido por mais uma vez. O etanol foi removido e o tubo deixado sobre um papel
absorvente por aproximadamente 5 horas para que o etanol evapore por completo.
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Apos a evaporacdo do etanol, o DNA foi solubilizado com 30 pL de agua destilada e
depois incubado a 56°C por 15 minutos. E, por fim, a solucdo de DNA foi conservada em

freezer a -20°C.

4.2.2 Analise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985 - modificado)

A deteccdo da mutagdo (HBB:c.20A>T — rs334), que altera o sexto cdédon da proteina
(GAG > GTG - GLUB6VAL), foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase, seguida de
analise de restricdo de polimorfismo de fragmento unico (PCR-RFLP). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificacéo, que envolvem o sexto codon, foram: o P 277 (sense):
5> GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ ¢ o P 278 (antisense): 5> ACC TTA GGG TTG
CCC ATA AC 3°. O protocolo de amplificagdo esta especificado na tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de amplificacdo para PCR de Hb S.

Mix Concentracdo Volume (uL)
H,O 14,0
Tampao sem MgCl, 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 2,5
dNTP 1,25 mM cada 1,0
Primer P277 10 uM 15
Primer P278 10 uM 15

Taq Polimerase 5 U/uL 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacédo 25 L

MgCl,: Cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; uM: micromolar;
pL: microlitros; ng: nanogramas.

Fonte: modificado de LHGDH de SAIKI et al., 1985.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condig¢Bes: 94°C a cinco minutos para
a desnaturacdo inicial; um ciclo com 35 repetices de 30 segundos a 94°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para
a extensao da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 10 minutos a
72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 36 ciclos de
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repeticdes. Apos a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por cinco minutos.

A enzima utilizada foi a Dde I (C|{ TNAG). O protocolo de digestdo esta especificado na tabela
2.

Tabela 2. Protocolo de digestdo para RFLP de Hb S.

Mix Concentracao inicial Volume (uL)
H,O 8,5
Tampéo FastDigest 10 X 1,0
Ddel 1 U/ 0,5
PCR 5,0
Volume final da reacdo 15 L

pL: microlitros.

Fonte: LHGDH.

A mutacao no codon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restricdo para a enzima Dde
I; assim apo6s a digestdo o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb e o alelo
mutante gerou dois, um de 288 pb e outro de 88 pb. A digestdo foi analisada por eletroforese
em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz

UV, apos coloragdo com brometo de etidio (Figura 1).

AA AS SS

mmm = | 288 pb

— — 201 pb

BN B = | 37-83 pb

Figura 1. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restrigdo da PCR-RFLP para Hb S. AA:
homozigoto selvagem. AS: heterozigoto para Hb S. SS: homozigoto para Hb S. pb: pares de bases.

Fonte: LHGDH.
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4.2.3 Protocolo para detec¢do da mutacdo H63D no gene HFE PCR-RFLP

A deteccdo da mutacdo H63D, que altera o codon 63 da proteina, foi realizada por reagédo
em cadeia da polimerase, seguida de andlise de restricdo de polimorfismo de fragmento Unico
(PCR-RFLP). A sequéncia de primers utilizados para a amplificagdo foram: o L63 (sense): 5
ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC 3’ e 0 R63 (antisense): 5° ATC CCC AGC CTT GTT
AAC TG 3’. O protocolo de amplificacdo esta especificado na tabela 3.

Tabela 3. Protocolo de amplificacédo para PCR da mutacdo H63D.

Mix Concentragao Volume (pL)
H,O 10,1
Tampéo sem MgCl, 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 2,0
dNTP 1,25 mM cada 3,2
Primer L63 10 uM 2,5
Primer R63 10 M 2,5
Taq (5U) Invitrogen 5 U/uL 0,2
ou Ludwig

DNA molde (100 ng/pL) 2,0
\olume final da reagéo 25 L

MgCl.: Cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; uM: micromolar;
pL: microlitros; ng: nanogramas.

Fonte: LHGDH.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condic¢des: 95°C a trés minutos para a
desnaturacdo inicial; um ciclo com 30 repeticOes de 45 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 60°C para anelamento dos primers e 60 segundos a 72°C
para a extensdo da fita por adi¢cdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 5 minutos
a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 32 ciclos

de repeticdes (Tabela 4).



Tabela 4. Protocolo de ciclos para PCR da mutag¢do H63D.

28

Temperatura (°C) Tempo RepeticOes
95 3 1X
95 45"
60 30" 30 X
72 60"
72 5 1X
4 00

Fonte: LHGDH.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 496 pb foi analisado em gel de agarose a 1,5%,

sob corrente constante de 80 Volts por 20 minutos. Em seguida, o fragmento foi digerido em

banho-maria a 37°C (Fermentas) por cinco minutos. A enzima utilizada foi a Bcl |

(T/|GATCA). O protocolo de digestao esta especificado na tabela 5.

Tabela 5. Protocolo de digestdo para RFLP da mutacéo H63D.

FastDigest -Bcl | - Fermentas

Volume (uL)

Tampédo 1 X

FastDigest Bcll (LFDU/uL)

H,0

Produto de PCR

1,0
0,3
8,7
10,0

pL: microlitros.

Fonte: LHGDH.

A mutacdo no cdédon 63 (CAT — GAT), éxon 2, elimina um sitio de restricdo da enzima

Bcl I; assim apds a digestdo o alelo normal gerou 2 fragmentos de 352 pb e 144 pb, e o alelo

mutante gerou 1 fragmento de 496 pb (Figura 2a). A digestdo foi analisada por eletroforese em

gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sob luz UV,

apos coloragdo com brometo de etidio (Figura 2b).
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NN NM MM

144 pb 352 pb —

496 pb

352pb

144 pb

Figura 2a. Esquema do produto de PCR (4961 pb). Os sitios de restricao estdo indicados pela barra. pb:

pares de bases.

Figura 2b. Representacdo esquemdtica dos possiveis produtos de digestdo da PCR-RFLP para a
mutacao H63D. NN: homozigoto selvagem. NM: heterozigoto para H63D. MM: homozigoto para H63D. pb:

pares de bases.

Fonte: LHGDH.

4.2.4 Protocolo para detec¢do da mutagcdo S65C no gene HFE PCR-RFLP

A deteccdo da mutacdo S65C, que altera o codon 65 da proteina, foi realizada por reacéo

em cadeia da polimerase, seguida de andlise de restricdo de polimorfismo de fragmento Unico

(PCR-RFLP). A sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo foram: o L63 (sense): 5
ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC 3’ e 0 R63 (antisense): 5° ATC CCC AGC CTT GTT

AAC TG 3’. O protocolo de amplificacdo esté especificado na tabela 6.
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Tabela 6. Protocolo de amplificacdo para PCR da mutagdo S65C.

Mix Concentracdo Volume (uL)
H,O 10,1
Tampéo sem MgCl, 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 2,0
dNTP 1,25 mM cada 3,2
Primer L63 10 uM 2,5
Primer R63 10 M 2,5
Taq (5V) Invitrogen 5 U/uL 0,2
ou Ludwig

DNA molde (100 ng/pL1) 2,0
Volume final da reagdo 25 L

MgCl,: Cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; uM: micromolar;
pL: microlitros; ng: nanogramas.

Fonte: LHGDH.

A reacdo de amplificagdo obedeceu as seguintes condig¢Bes: 95°C a trés minutos para a
desnaturacdo inicial; um ciclo com 30 repeticbes de 45 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 60°C para anelamento dos primers e 60 segundos a 72°C
para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 5 minutos
a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 32 ciclos

de repeticOes (Tabela 7).

Tabela 7. Protocolo de ciclos para PCR da mutagdo S65C.

Temperatura (°C) Tempo Repeticoes
95 3 1X
95 45"
60 30" 30 X
72 60"
72 5' 1X
4 o0

Fonte: LHGDH.
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Apos a amplificacdo, o fragmento de 496 pb foi analisado em gel de agarose a 1,5%,
sob corrente constante de 80 Volts por 20 minutos. Em seguida, o fragmento foi digerido em
banho-maria a 37°C (Fermentas) por cinco minutos. A enzima utilizada foi a Hinf 1 (G|{ANTC).

O protocolo de digestdo esta especificado na tabela 8.

Tabela 8. Protocolo de digestdo para RFLP da mutacio S65C.

FastDigest -Hinf | - Fermentas Volume (uL)

Tampdo FastDigest 1,0
FastDigest Hinf | (LFDU/uL) 0,5
H,O 8,5
Produto de PCR 10,0

pL: microlitros.

Fonte: LHGDH.

A mutacdo no cédon 65 (AGT > TGT), éxon 2, elimina um sitio de restricdo da Enzima
Hinf I; assim, ap6s a digestdo o alelo normal gerou 4 fragmentos de 274 pb, 147 pb, 69 pb e 6
pb, e 0 alelo mutante gerou 3 fragmentos de 274, 216 e 6 pb (Figura 3a). A digestéo foi analisada
por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos e

visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etidio (Figura 3b).

NN NM MM

s mms = | 274 pb

I H mmm = | 216pb
147pb 69pb 6pb 274 pb

N 147 pb
6pb *

Figura 3a. Esquema do produto de PCR (496 pb). Os sitios de restri¢do estéo indicados pela barra. pb: pares
de bases.

Figura 3b. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de digestdo da PCR-RFLP para a
mutacdo S65C. NN: homozigoto selvagem. NM: heterozigoto para S65C. MM: homozigoto para S65C. pb:
pares de bases. * bandas ndo visiveis.

Fonte: LHGDH.
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4.2.5 Protocolo para detecgdo da mutagcdo C282Y no gene HFE PCR-RFLP

A deteccdo da mutacdo C282Y, que altera o cddon 282 da proteina, foi realizada por
reacdo em cadeia da polimerase, seguida de analise de restricdo de polimorfismo de fragmento
unico (PCR-RFLP). A sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo foram: o L282
(sense): 5" GGG TAT TTC CTT CCT CCA ACC 3’ e 0 R282 (antisense): 5 CTC AGG CAC
TCC TCT CAA CC 3’. O protocolo de amplificacdo esta especificado na tabela 9.

Tabela 9. Protocolo de amplificacdo para PCR da mutagdo C282Y.

Mix Concentragao Volume (uL)
H,O 10,1
Tampéo sem MgCl, 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 2,0
dNTP 1,25 mM cada 3,2
Primer L282 10 M 2,5
Primer R282 10 M 2,5
Tag (5U) Invitrogen 5 U/l 0,2
ou Ludwig

DNA molde (100 ng/pL1) 2,0
Volume final da reacdo 25 pL

MgCl,: Cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; uM: micromolar;
pL: microlitros; ng: hanogramas.

Fonte: LHGDH.

A reacdo de amplificagdo obedeceu as seguintes condic¢Bes: 95°C a trés minutos para a
desnaturacdo inicial; um ciclo com 30 repeticbes de 45 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 60°C para anelamento dos primers e 60 segundos a 72°C
para a extensdo da fita por adi¢do dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeti¢do de 5 minutos
a 72°C para extensao final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 32 ciclos

de repeticdes (Tabela 10).



Tabela 10. Protocolo de ciclos para PCR da mutagéo C282Y.
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Temperatura (°C) Tempo RepeticOes
95 3 1X
95 45"
60 30" 30 X
72 60"
72 5 1X
4 00

Fonte: LHGDH.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 441 pb foi analisado em gel de agarose a 1,5%,

sob corrente constante de 80 Volts por 20 minutos. Em seguida, o fragmento foi digerido em

banho-maria a 37°C (Fermentas) por cinco minutos. A enzima utilizada foi a Rsa | (GT |AC).

O protocolo de digestdo esta especificado na tabela 11.

Tabela 11. Protocolo de digestdo para RFLP da mutacio C282Y.

FastDigest -Rsa | - Fermentas Volume (uL)
Tampado 1 X 1,0
FastDigest Rsa | (LFDU/uL) 0,3
H,O 8,7
Produto de PCR 5,0

pL: microlitros.

Fonte: LHGDH.

A mutacdo no cdédon 282 (TGC > TAC), éxon 4, origina um sitio de restricdo da Enzima

Rsa I; assim, ap0s a digestdo o alelo normal gera 2 fragmentos de 296 e 145 pb, e 0 alelo mutante

gera 2 fragmentos de 296, 116 e 29 pb (Figura 4a). A digestdo foi analisada por eletroforese em

gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sob luz UV,

apos coloragdo com brometo de etidio (Figura 4b).
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a b
NN NM MM
NN EEEN B ()06 pb
I I — 145pb
296 pb 29pb 116 pb e mmm | 116 pb
— 29pb *

Figura 4a. Esquema do produto de PCR (441 pb). Os sitios de restri¢do estdo indicados pela barra. pb: pares
de bases.

Figura 4b. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de digestdo da PCR-RFLP para a
mutacdo C282Y. NN: homozigoto selvagem. NM: heterozigoto para C282Y. MM: homozigoto para C282Y.
pb: pares de bases. * bandas néo visiveis.

Fonte: LHGDH.

4.2.6 Calculadora da gravidade da doenca falciforme (BELINI JUNIOR, 2014)

Usamos a ferramenta "Calculadora da Gravidade da Doenca Falciforme™, disponivel em
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects, para o calculo dos escores de gravidade e
classificagdo dos pacientes em categorias por fenétipo (leve, intermediéria, grave).

Os escores de gravidade calculados para este estudo incluiu as variaveis exigidas pela
calculadora: idade, sindrome toracica aguda (STA), niveis de bilirrubina total, transfusdo de
sangue, niveis de lactato desidrogenase (LDH), volume corpuscular médio (VCM), crises de
dor, priapismo, reticuldcitos absoluto, género, acidente vascular encefalico (AVE), leucdcitos
totais, genotipo da doenca falciforme e necrose avascular 6ssea. Os niveis de bilirrubina, LDH,
VCM, reticuldcito e leucdcitos foram obtidos a partir da data da coleta das amostras para
exames laboratoriais de rotina. Transfusdo de sangue foi atribuida a pacientes que fazem
transfusdo de sangue regular por mais de um ano antes do inicio do estudo. Priapismo e STA
foram considerados variaveis presentes em pacientes com esses eventos presentes proximo a
data da coleta das amostras de sangue. As crises dolorosas foram consideradas presentes em
pacientes que tiveram mais de trés crises de episodios por pessoa, por ano, no Gltimo ano antes
da data da coleta da amostra.

Dois parametros exigidos pela calculadora “Sepse” e “Pressdo arterial sistolica” nao

puderam ser utilizados para este estudo, pois nao estavam disponiveis nos prontuarios medicos
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de rotina no Brasil. Mesmo na auséncia de qualquer varidvel clinica ou laboratorial, a
calculadora permite que o pesquisador digite "ndo disponivel” para a variavel ausente. Assim,
a calculadora fixa um valor de referéncia e as mudancas no risco de morte mudam de acordo

com as demais variaveis preenchidas.

4.2.7 indice Leucocitario

O perfil leucocitério foi obtido por meio da relagdao neutrofilo-linfocito (NLR), sendo
um potencial marcador inflamatorio, e seu célculo é fortemente indicado para predi¢do em
pacientes com doenca falciforme (ZAHRAN et al., 2020). Pode ser calculado pela divisao entre
os valores de neutrofilos e linfécitos séricos, com base em hemécias, a partir de dados
hematol6gicos realizados no momento da coleta das amostras em equipamento automatizado.
A razdo indica uma condicdo de estresse cronico e quando ha um aumento da quantidade de
neutrofilos, ha uma diminuicdo da quantidade de linfécitos circulantes. Quanto mais proximo

de 1 o valor resultante, maior o indice de estresse.

4.2.8 Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com os softwares Statistica 10.0 e Graphpad
Prism 5.0. Os dados foram apresentados em porcentagem, de acordo com a frequéncia
apresentada, expressos como média + desvio padrédo e testados quanto a distribui¢cdo normal
usando o teste de Shapiro-Wilk. Avaliada a ndo normalidade, o teste ndo paramétrico de Qui-
Quadrado foi efetuado para a associagdo entre 0s genétipos de anemia falciforme e de HH. Em
seguida, foi calculada a frequéncia alélica para a DF entre os heterozigotos e homozigotos das
mutacBes no gene HFE. Testamos a associagdo entre os alelos das mutacfes no gene HFE e a
gravidade da doenca pelo teste de Qui-Quadrado para a AF. O teste de Qui-Quadrado foi
realizado para a associagdo entre as variaveis género, uso ou nao de HU, nimero de neutréfilos

e de linfécitos.

Para avaliar o grau de associacdo entre as varidveis estudadas na AF, foi realizado o
teste ndo paramétrico de three-way ANCOVA, a partir do modelo linear geral (GLM). O género
foi considerado como uma covariavel, o indice leucocitario como uma variavel dependente, e

a presenca ou auséncia da mutacdo H63D, o uso ou ndo de hidroxiuréia, a gravidade da doenca
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e a concentracdo de ferritina como variaveis independentes. Os resultados foram descritos com

nivel estatisticamente significativo de p<0,05.
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5. RESULTADOS

A relacdo do gendtipo da DF com o gendtipo das mutagdes no gene HFE envolveu a
analise de 516 pessoas com DF. Para o sexo masculino, encontramos 181 pacientes (77,02%)
homozigotos paraa Hb S, 36 (15,32%) com a dupla heterozigose Hb Se Hb C, 12 (5,11%) com
a interacdo Hb S/Beta talassemia e 6 (2,55%) com a dupla heterozigose Hb S e Hb D (Figura
5). Para o sexo feminino, verificamos 235 pacientes (83,63%) homozigotos para a Hb S, 32
(11,39%) com a dupla heterozigose Hb S e Hb C, 8 (2,85%) com a interagdo Hb S/Beta
talassemia e 6 (2,14%) com a dupla heterozigose Hb S e Hb D.
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Figura 5. Caracterizacao do gen6tipo de hemoglobina. O grafico de barra mostra a distribui¢do do gen6tipo
de hemoglobina entre o sexo masculino e o sexo feminino. A maior porcentagem foi observada nos
homozigotos para a Hb S (SS), seguido da dupla heterozigose Hb S e Hb C (SC), da interacdo Hb S/Beta
talassemia (S/B.) e a dupla heterozigose Hb S e Hb D (SD) com a menor.

As amostras que apresentaram DF foram submetidas a analises moleculares para a
caracterizacdo da mutacdo no gene HFE. Foram avaliados 1548 alelos e para a mutagdo H63D,
encontramos 254 gendtipos homozigotos de tipo selvagem, 256 genoétipos heterozigotos e 6
gendtipos homozigotos mutantes (Tabela 12). Para a mutacdo C282Y, encontramos 502
gendtipos homozigotos selvagens, 14 genotipos heterozigotos e nenhum genotipo homozigoto
mutante. Para a mutacdo S65C, encontramos 512 genétipos homozigotos selvagens, 4 genétipos

heterozigotos e nenhum genétipo homozigoto mutante.
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Tabela 12. Perfil das mutagdes no gene HFE no genotipo de hemoglobina.

Perfil de mutacbes no gene HFE

GZQOI:'EO H63D C282Y S65C

WW WM MM WW WIM MM WW WIM MM
S5 199 212 5 204 12 0 413 3 0
S/Betatal. 7 13 0 20 0 0 20 0 0
sC 40 28 0 67 1 0 67 1 0
SD 8 3 1 11 1 0 12 0 0
Total 254 256 6 502 14 0 512 4 0

A tabela demonstra o total dos genétipos de hemoglobina com cada mutagdo no gene HFE. W/W: homozigoto
selvagem. W/M: heterozigoto. M/M: homozigoto mutante.

Em razdo das hemoglobinas variantes Hb S/Beta talassemia, Hb SC e Hb SD possuirem
menor ocorréncia na DF, foi utilizado a Hb S em homozigose (Hb SS) para a analise de
frequéncia, indicando, pelo teste de Qui-Quadrado, que ndo ocorreram diferencas significativas
entre 0s genotipos homozigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos mutantes para 0s
polimorfismos H63D (X2=3,00; p=0,22), C282Y e S65C (X2=6,00; p=0,20) (Figura 6).
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Figura 6. Total do genotipo de Hb SS nas mutagdes do gene HFE. O gréfico de barra exibe o nimero total
da anemia falciforme para cada polimorfismo no gene HFE. W/W: homozigoto selvagem. W/M: heterozigoto.
M/M: homozigoto mutante.
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Uma vez que ndo foi encontrada diferenca entre o gendtipo de AF para as mutagdes no
gene HFE, avaliamos a frequéncia alélica das mutacdes nos gendtipos de hemoglobina. A tabela

13 demonstra que ha maior incidéncia dos alelos mutantes para os trés polimorfismos.

Tabela 13. Frequéncia alélica do gene HFE no genétipo de hemoglobina.

Genotipo H63D C282Y S65C
de Hb n° F n° F n° F
ss w 610 0.733 820 0.986 829 0.996
M 222 0.267 12 0.014 3 0.004
Total Alelos 832 1 832 1 832 1
27 0.675 40 1 40 1
S/Beta tal. 13 0325 0 0 0 0
Total Alelos 40 1 40 1 40 1
sc w 108 0.794 135 0.993 135 0.993
M 28 0.206 1 0.007 1 0.007
Total Alelos 136 1 136 1 136 1
D w 19 0.792 23 0.958 24 1
M 5 0.208 1 0.042 0 0
Total Alelos 24 1 24 1 24 1

A tabela expressa a frequéncia de cada alelo para a mutagcdo no gene HFE. W: alelo selvagem. M: alelo
mutante. F: frequéncia alélica.

Em seguida, classificamos os pacientes quanto a gravidade para os 1248 alelos da AF.
Para o polimorfismo H63D no homozigoto selvagem, 66 individuos apresentam uma gravidade
leve, 87 foram moderados e 46 apresentam o estado grave da doenca; no heterozigoto, 60
individuos apresentam gravidade leve, 90 foram moderados e 62 foram graves; e no homozigoto
mutante, 3 individuos foram leves e 2 graves (Figura 7a). Assim, verificamos uma associacdo

pelo teste de Qui-Quadrado entre os alelos e a gravidade da doenca (X?=21,61; p<0,05).

Para o polimorfismo C282Y no homozigoto selvagem, 124 individuos apresentam uma
gravidade leve, 176 foram moderados e 104 apresentam o estado grave da doenca; € no
heterozigoto, 5 individuos apresentam gravidade leve, 3 foram moderados e 5 foram graves
(Figura 7b). Entretanto, o teste de Qui-Quadrado mostrou que ndo ha associacdo entre 0s

gendtipos e a gravidade (X2=1,64; p=0,44).

Para o polimorfismo S65C no homozigoto selvagem, 127 individuos foram leves, 179

foram moderados e 107 apresentam o estado grave da doenca; e no heterozigoto, 2 individuos
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apresentam gravidade leve e 1 foi grave (Figura 7c). Mas nenhuma evidéncia de relacdo pelo

teste de Qui-Quadrado foi encontrada (X2=2,60; p=0,27).
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Figura 7a. Frequéncia da gravidade da AF na mutacdo H63D. Figura 7b. Frequéncia da gravidade da
AF namutacdo C282Y. Figura 7c. Frequéncia da gravidade da AF na mutacédo S65C. Os gréficos de barra
exibem a frequéncia da anemia falciforme para cada polimorfismo no gene HFE. W/W': homozigoto selvagem.
W/M: heterozigoto. M/M: homozigoto mutante. L: leve. M: moderado. G: grave.

Os pacientes em uso de HU apresentaram uma menor contagem de neutréfilos absolutos
e uma reducao de linfocitos comparado com o0s sem uso de HU. O género masculino apresentou
médias e desvio padrdo Neutrofilo/ComHU (4,85 + 2,30), Neutrofilo/SemHU (5,41 + 3,41),
Linfocito/ComHU (3,51 + 1,53) e Linfocito/SemHU (4,38 + 1,34); e o feminino apresentou
Neutrofilo/ComHU (4,77 £ 2,97), Neutrofilo/SemHU (5,95 + 2,48), Linfocito/ComHU (3,30 +
1,19) e Linfécito/SemHU (3,78 + 1,30). Categorizamos o neutr6filo como baixo para valores
menores que 1500 L, normal para valores entre 1500 e 7000 uL e alto para valores maiores
que 7000 pL. O linfécito foi categorizado como baixo para valores menores que 1000 pL,

normal para valores entre 1000 e 4000 pL e alto para valores maiores que 4000 uL. O teste de
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Qui-Quadrado evidenciou uma associagdo estatisticamente significativa para o género, uso ou

ndo de hidroxiuréia, nimero de neutréfilos e de linfocitos (p<0,05).

Tabela 14. Nimero de neutrdfilos e linfocitos em pacientes com AF em uso e sem uso de
hidroxiuréia.

Neutroéfilos Linfocitos
Género Baixo Normal Alto Baixo Normal Alto
Masculino ComHU 2 77 15 1 67 26
Sem HU 1 71 15 0 36 51
Feminino Com HU 1 90 13 0 79 25
Sem HU 0 91 40 0 80 51

A tabela mostra a contagem de neutrofilos e linfocitos classificados como baixo, normal e alto em pacientes
do género masculino e feminino com anemia falciforme em uso e sem uso de hidroxiuréia.

Por fim, as médias e desvio padrdo para o indice leucocitario em uso e sem uso de
hidroxiuréia foram NLR/ComHU (1,62 + 1,27) e NLR/SemHU (1,62 + 1,04). A fim de verificar
a associacdo do NLR foi utilizado o teste three-way ANCOVA e verificamos que a covariavel
género (p=0,05) e as varidveis presenca ou auséncia da mutacdo H63D (p=0,35), 0 uso ou hao
de hidroxiuréia (p=0,88) e a gravidade da doenca (p=0,28) ndo apresentaram diferengas

significativas na AF (Figura 8).

As médias e desvio padrdo para a ferritina, em uso e sem uso de hidroxiuréia, foram
FERRITINA/ComHU (1165,55 + 1715,81) e FERRITINA/SemHU (989,80 + 1586,30).
Classificamos a ferritina como baixa para pacientes com valores menores que 23 pg/L, normal
para valores entre 23 e 336 pg/L, alto entre 337 e 1000 ug/L e elevada para valores maiores

gue 1000 ug/L e encontramos diferencas estatisticamente significativas na AF (p=0,04).



42

-
(=]
]

o
T
H63D

Associagao (valor de p)
Gravidade

Género
Ferritina «

o
o
1

Figura 8. Associagdo do NLR com variaveis. O grafico de barra mostra o valor de associacdo entre as
variaveis uso ou ndo de hidroxiuréia, presenca ou auséncia da mutacdo H63D, gravidade da doenca, género e
a concentracao de ferritina. * Estatisticamente significativo p<0,05.
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6. DISCUSSAO

As evidéncias clinicas e epidemioldgicas da doenca falciforme mostram o impacto
significativo na morbimortalidade da populagdo acometida pela doenca, sendo caracterizada
como um problema de salde publica mundial (SAUTCHUK et al., 2021). No presente estudo,
foi observado na amostra grande frequéncia das hemoglobinas variantes Hb S e a Hb C,
principalmente devido as diferencas genéticas encontradas na populacédo brasileira. No Brasil,
as hemoglobinas variantes mais frequentes sdo a Hb S e a Hb C, ambas de origem africana,
demonstrando a vasta heterogeneidade genética, devido a formacao da populacdo a partir de
diferentes graus de miscigenacéo, e a importancia desse grupo para a composi¢édo das regides
do pais (CARDOSO et al., 2017).

A hemocromatose hereditaria esta associada ao gene HFE e impacta consideravelmente
os niveis de ferro no organismo e o fenétipo do macrofago. Os macréfagos desempenham uma
funcdo importante no envolvimento de respostas inflamatdrias. Os gendtipos H63D, C282Y e
S65C impactam em funcdes criticas dos macréfagos, como os perfis de citocinas, migracao e
fagocitose (NIXON et al., 2018), afetando o estado da doenca falciforme, pela diminuicdo da

resposta inflamatdria.

A frequéncia dos genotipos HFE é varidvel entre as diferentes regides geograficas e
populacdes. No presente estudo, o perfil das mutagbes no gene HFE para o gendtipo de
hemoglobina indicou alta prevaléncia dos heterozigotos para a mutagdo H63D (256 individuos),
principalmente em conjunto com a anemia falciforme (212); uma prevaléncia intermediaria dos
heterozigotos para a mutacdo C282Y (14 individuos), com auséncia dos alelos homozigotos; e
um namero baixo de heterozigotos para a mutacao S65C (4 individuos), com auséncia dos alelos
homozigotos, um reflexo da formacdo étnica da populagdo. Apesar dessa diferenca, nao
houveram associacOes entre a homozigose e heterozigose para a anemia falciforme. A anélise
da frequéncia alélica para a doenca falciforme corroborou o equilibrio entre os alelos do gene

HFE, em funcao de ndo ocorrerem abruptas mudancas nas frequéncias dos alelos mutantes.

Entretanto, a Hb S tem ancestralidade africana e a mutacdo H63D também € frequente
na Africa. No Brasil, a cada ano, nascem 3.000 criancas com doenga falciforme. No Estado do
Rio de Janeiro, a incidéncia entre os nascidos vivos é de 1:1.200. Para a populacéo global, a
heterozigosidade e homozigosidade para a H63D foram encontradas em 19,4% e 1,9%,

respectivamente. No Rio de Janeiro, uma amostra obtida evidenciou 12% de heterozigotos
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H63D (CALVO-GONZALEZ, 2014; SELVARAJ et al., 2021). Logo, a DF e a mutagdo H63D

sdo marcadores importantes para a populacéo brasileira.

Embora a mutacdo C282Y em homozigose mutante tenha maior penetrancia, ela é rara
na populacdo mundial, principalmente nas populacdes africanas, sendo altamente prevalente
em caucasianos da Europa e na América do Norte. Uma frequéncia de cerca de 9,0% é
observada, na populacdo, em heterozigotos C282Y e menos de 1,0% carrega a variante
homozigotica. Uma frequéncia entre 0 e 0,5% da variante heterozigética e nenhuma variante
homozigotica foi relatada em asiaticos, no subcontinente indiano, no africano, no Oriente
Meédio e em australianos (SELVARAJ et al., 2021).

A mutacdo S65C causa apenas formas mais leves de hemocromatose hereditaria, do qual
foi relatado uma frequéncia baixa ou até ausente em todos 0s continentes, exceto nos paises
europeus, com uma prevaléncia de 14,4 a 0,69% (SELVARAJ et al., 2021), confirmando a

menor frequéncia do alelo encontrado na amostra.

Essa contraposicdo provavelmente ocorre devido a diversidade étnica da populacédo
brasileira, com as pessoas trazidas ao Brasil durante o periodo de trafico e os posteriores
intensos movimentos migratorios, contribuindo com diversas caracteristicas para a populacéo

(CALVO-GONZALEZ, 2014), com a presenca dos genétipos em varias regides do Brasil.

A evidéncia de associacao significativa para o polimorfismo H63D exibe que o gendtipo
influencia a gravidade para a AF. E que os polimorfismos C282Y e S65C n&o estdo associados
ao risco da AF. Uma possivel explicacdo € que o genotipo heterozigoto H63D é mais comum
no Brasil e, portanto, os genotipos C282Y e S65C possuem falta de expressividade na presenca

da mutacdo, ndo sendo suficiente para estabelecer uma relacao de significancia.

Desse modo, a mutacdo H63D foi utilizada para analise de associacdo com o indice
leucocitario na AF. Ainda que ndo houveram relagdes do NLR com as variaveis, 0 género
apresentou o menor valor de p, dado que homens e mulheres tém diferentes perfis leucocitarios,

com diferentes respostas a inflamacao.

As propriedades anti-inflamatérias da HU na AF foram evidenciadas pela reducéo da
contagem dos neutréfilos e de linfocitos, obtendo uma associacdo com o género feminino e
masculino. Ao realizar a contagem de neutrofilos foi possivel observar que mulheres possuem
maior numero em uso de hidroxiuréia (104) e sem uso (131), com possivel prevaléncia de

neutrofilia relativa (23%). Comparado com os homens, com menor contagem de neutréfilos em
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uso de HU (94) e sem uso (87), com ocorréncia de neutropenia relativa (2%). Entretanto, o
aumento ou diminuicdo do ndmero absoluto de neutrofilos deve ser confirmado com
hemogramas repetidos e considerar a individualidade de cada individuo, podendo variar com a
magnitude das manifestacdes da AF, a populacdo e as condi¢cdes imunoldgicas do paciente
(FAILACE, 2003; SANTOS; SILVERIO; ORFAQ, 2015; TOLEDO et al., 2020).

A avaliagdo da contagem de linfocitos também demonstrou que mulheres possuem
maior nimero em uso de hidroxiuréia (104) e sem uso (131), com incidéncia de linfocitose
relativa (32%). Comparado com os homens, com menor contagem em uso de HU (94) e sem
uso (87), com possivel prevaléncia de linfopenia relativa (1%). As alteragdes leucocitarias estao
relacionadas com a AF, sendo relatado prevaléncia de leucopenia em homens e leucocitose em
mulheres. Além disso, sabe-se que negros possuem de 20 a 25% de um menor nimero de
leucdcitos circulantes quando comparada aos caucasianos (FAILACE, 2003; SANTOS;
SILVERIO; ORFAO, 2015), tornando-se necessario o acompanhamento para uma correta

interpretacdo e um diagnostico diferencial.

A ferritina é uma proteina responsavel pelo armazenamento de ferro no organismo e
apresentou relagdo com o NLR. Assim, individuos com a constatacdo de sobrecarga de ferro
por concentracBes séricas persistentemente elevadas de ferritina, >200 pg/L em mulheres e
>300 pg/L em homens, € indicado realizar o diagndstico de HH, para confirmar a presenca das
mutacOes H63D, C282Y e S65C, devido ao acumulo de radicais livres nas células. A ferritina
também pode estar aumentada em processos inflamatorios, causados pela HH e pela anemia
hemolitica crénica (SANTOS et al., 2009). Das 70 amostras H63D com niveis mais elevados
de ferritina e com pacientes em uso de hidroxiuréia, o maior numero de gravidade foi
encontrada para a moderada (33 pacientes); e das 49 amostras H63D com niveis elevados e sem
uso de hidroxiuréia, foram predominantes em pacientes graves (20). Em um estudo foi
observado que o uso de hidroxiuréia na AF por dois anos pode diminuir altos niveis de ferritina
sérica (ITALIA et al., 2009). Isso indica que as variantes H63D que exibiram sobrecarga de
ferro com niveis elevados de ferritina e casos mais graves de AF podem ter uma agravacéo da

absorcéo de ferro.

Além disso, o indice NLR, obtido a partir da relacdo de neutrdfilos por linfocitos,
representa um biomarcador de inflamacéo, em razdo de que pacientes com AF apresentam
niveis aumentados do estado de pro-inflamacdo, que levam a ativacdo endotelial cronica,
agregacdo de leucdcitos e adesdo de hemacias. O tratamento com hidroxiuréia age de modo a

aumentar os niveis de Hb F, desempenhando um papel essencial na reducdo dos leucocitos
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totais e outras células imunoldgicas, e na diminuicdo significativa do NLR (ZAHRAN et al.,
2020). Enquanto que as mutacdes no gene HFE podem promover o aumento da migracdo de
linfécitos, por meio da secrecdo de proteinas quimioatraentes, e podem recrutar monocitos a

partir dos macrofagos (NIXON et al., 2018), para mediacéo da inflamacéo.

Por isso, a avaliacdo da proporcao dos leucécitos na gravidade da AF em conjunto com
a HH é importante, visto que os neutréfilos representam um mediador inflamatério inespecifico
ativo da imunidade inata e os linfocitos medeiam o aspecto protetor da inflamacéo, e reduzir
suas contagens absolutas é terapéutico, pois neutréfilos podem promover crises vaso-oclusivas

por meio da adesao vascular em condic¢des inflamatdrias adversas (ZAHRAN et al., 2020).

Além disso, a presenca do polimorfismo H63D em casos de gravidade clinica alta
podem levar pacientes portadores de AF a morte, devido aos efeitos pré-inflamatorios, o que
conduz a um numero insuficiente de dados para analise. Consequentemente, mais estudos e
dados relativos ao efeito da HH entre a AF devem ser feitos, principalmente analises com outros
tipos de leucdcitos totais e avaliar citocinas pro-inflamatorias, para determinagdo do fator de

risco.
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7. CONCLUSOES

Em suma, o gendtipo de anemia falciforme ndo estd associado com a homozigose e
heterozigose para os gendtipos de HH e os alelos encontram-se em equilibrio. O polimorfismo
H63D apresenta diferencas significativas com relacdo a gravidade da doenca, e 0s
polimorfismos C282Y e S65C ndo apresentam diferencas significativas. O indice leucocitéario
ndo exibe diferencas significativas na AF para as variaveis género, presenca ou auséncia da
mutacdo H63D, o uso ou ndo de HU e a gravidade da doenga. Demonstra diferencas para a
concentracdo de ferritina, indicando que a variante H63D com niveis elevados de ferritina

podem ter uma agravacao da absorgéo de ferro.

Poucos estudos e dados relativos ao efeito da hemocromatose hereditaria entre a doenca
falciforme foram feitos, enquanto nenhum estudo anterior estd disponivel sobre o indice
leucocitario nas as variantes do gene HFE e sua relacdo com a AF. As variantes do gene HFE
envolvidas no metabolismo do ferro sdo caracterizadas por aumento da absorcéo de ferro e
toxicidade aos 6rgaos devido a sobrecarga de ferro. Da mesma forma, a condicdo da DF esta
associada a niveis variaveis de absorcdo de ferro, dependendo do grau de eritropoiese ineficaz
que, por sua vez, leva a sobrecarga de ferro. Analises de outros leucdcitos totais e citocinas pro-
inflamatorias durante o tratamento de HU sdo notavelmente necessarios para que seja possivel
tracar o perfil dos portadores dos genes que estdo predispostos a desenvolverem quadros
clinicos mais graves e dar aos profissionais da satide mais dados para tracar estratégias para um

suporte mais eficaz aos pacientes, melhorando a qualidade de vida desses individuos.
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EVALUATION OF THE LEUKOCYTE INDEX IN '.) Our results corroborate literature data. Conclusion: There was
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Objectives: The term sickle cell disease (SCD) is used to
describe a group of genetic disorders in which there is a pre-
dominance of HbS, a variant hemoglobin originated from a
single nucleotide polymorphism (SNP) responsible for the
exchange of a glutamic acid by valine in position 6 of 8-globin
chain. The most severe form of the disease is homozygous
(HbSS). Thus, sickle cell disease patients may present differ-
ent clinical manifestations and inflammatory processes. A
pharmacotherapeutic used for the treatment is Hydroxyurea.
The action of this drug includes increasing fetal hemoglobin
levels and improving clinical severity and hematological
parameters. This study aimed to investigate hematological
stress in patients with sickle cell anemia treated (or not) with
hydroxyurea, and classified regarding the risk of severity by
the Calculator of severity of sickle cell disease. Methodology:
DNA samples from 200 patients with sickle cell anemia, in
steady state of the disease, using and not using hydroxyurea,
were submitted to molecular analysis to confirm HbSS. Then,
chronic stress was characterized from the neutrophil-lym-
phocyte ratio (NLR) through the analysis of the blood count
and clinical history. NLR is an important inflammatory
marker, its calculation is indicated for patients with sickle
cell disease and values above one may indicate hematological
stress. Statistical analyzes were performed using IBM SPSS
Statistics 20 software. Data normality was verified using the
Shapiro-Wilk test. Assessed for non-normality, the non-
parametric Wilcoxon test was performed to compare the
means between the leukocyte profile and the use of hydroxy-
urea. Then, a comparison was made between the risk of death
of patients who were (or not) treated with hydroxyurea. The
results were shown as mean and standard deviation, with a
significance level of 0.05. Results: The means and standard
deviation were NLR/With HU (1.76 +1.53) and NLR/Without
HU (1.65 +1.07). In order to verify the difference between the
means, we used the Wilcoxon test whose value was p=0.975.
Thus, we observed that there was no difference between leu-
kocyte stress and the use of Hydroxyurea. When comparing
the risk of death of patients which use the drug (1.96 +0.73)
and those who do not use it (2.22 +0.75), we noticed that there
were significant differences between the groups (p=0.01).
Therefore, the drug can contribute to reduce the risk of death.
Discussion: The non-relation between leukocyte stress and
the use of hydroxyurea reported in this study is not well docu-
mented in the literature. However, we observed an increase in
NLR in critically ill patients with sickle cell disease classified
by the Calculator of severity of sickle cell disease. The role of
hydroxyurea in the risk of life for patients with sickle cell ane-
mia is well documented. It is known that it can help reducing
the number of hospitalizations, length of stay, less occurrence
of acute chest syndrome, lower morbidity and mortality rate,
contributing to an increase of up to 40% in patient survival.

ity of the disease and the use of the medication. Relating leu-
kocyte stress with disease severity as well as the impact of
hydroxyurea on these indices is important to understand the
clinical manifestations of sickle cell anemia patients.
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A doenga falciforme (DF) constitui um grupo de hemoglobino-
patias caracterizado pela producao da hemoglobina S. A fisio-
patologia da DF decorre de hemolise intravascular, destruicao
de hemdcias, resultando em vasculopatia e manifestacoes
clinicas, como as ulceras de perna que constituem lesoes
cutaneas em maléolos de membros inferiores. O advento das
técnicas de biologia molecular possibilitou a identificacao de
microRNAs (miRNAs), pequenas moléculas de RNAs nao-
codificantes, que podem apresentar influéncia direta em
diversas patologias, incluindo a DF. Entretanto, o papel de
miRNAs na ulcera de perna falciforme ainda nao é completa-
mente compreendido. Desta forma, este estudo objetivou
avaliar a expressao de trés miRNAs (miR-199a-5p, miR-144 e
miR-126) circulantes em associagao a fisiopatologia da tlcera
de perna falciforme. Estudo de corte transversal descritivo
realizado no Centro de Referéncia a Doenc¢a Falciforme de Ita-
buna (CERDOFI), Bahia, no periodo de julho a novembro de
2019. Todos os pacientes incluidos nessa casuistica estavam
em estado estdvel, fora de terapia transfusional. Foram inclui-
dos 65 pacientes com DF, sendo 52 pacientes sem ulcera de
pemna (UP-) e 13 pacientes com ulcera de perna ativa (UP+). A
avaliagao clinica das ulceras de perna foi realizada a partir da
revisdo de prontudrios médicos no CERDOFIL. Com devida
aprovacao do comité de ética e apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, foram coletados 15 mL de
sangue periférico. A partir do soro e plasma foi realizada
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Introducao

A doenca falciforme (DF) € um grupo de afec¢des
genéticas caracterizada por uma mutagdo pontual
com substituicdo do acido glutdmico pela valina na
posicdo 6 do gene B-globina, alterando a estrutura
da hemoglobina, com prevaléncia da hemoglobina
(Hb) variante denominada HbS. E tem como
resultado manifestagbes clinicas variaveis e
processos inflamatorios.

A hemocromatose hereditaria (HH) esta relacionada
com a homeostase do ferro celular e pode depender
de processos complementares, como a sobrecarga
de ferro secundario adquirido na DF:. Portadores de
polimorfismos no gene HFE (C282Y, H63D e S65C)
podem desenvolver uma série de doengas
inflamatdrias e neuronais:.

Objetivo

Relacionar o gendtipo de doencga falciforme com o
genodtipo das mutagdes no gene HFE por meio de
analise molecular.

Material e Métodos

Amostras de DNA de 516 pacientes com doenca
falciforme, em uso e sem uso de Hidroxiuréia, em
estado estacionario da doenga, foram submetidas a
andlise molecular para confirmar a doencga
falciforme e as mutagbes no gene HFE. Foram
identificados 235 individuos com DF do sexo
masculino e 281 do sexo feminino, com idades entre
6 a 65 anos.

As analises estatisticas foram performadas pelo
software Statistica 8.0. A normalidade dos dados foi
verificada usando o teste de Shapiro-Wilk. Avaliada
a ndo normalidade, o teste ndo paramétrico de Qui-
Quadrado foi efetuado para a associagdo entre os
gendtipos de anemia falciforme e de HH. Em
seguida, foi calculado a frequéncia alélica entre os
heterozigotos e homozigotos das mutagdes no gene
HFE. Os resultados foram descritos com nivel de
significancia de p<0,05.

Resultados e Discussao

O perfil das mutagdes no gene HFE esta indicada
na Tabela 1.
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Tabela 1. Perfil das muta¢cdes no gene HFE no
gendtipo de Hemoglobina

52

Genotipo perfil de mutagBes no gene HFE
de Hb H63D C282Y S65C
wW/W w/M M/M w/wW w/m M/M w/wW w/M M/M
SS 199 212 5 404 12 0 413 3 0
S/beta tal| 7| 13 0 20| 0 0 20| 0| 0
SC 40 28 0 67| 0| 67| 1 0
SD 8 3 1 11 1 0 12 0 0
TOTAL 254 256 6 502 14 0| 512 4 0
A comparagéo pelo teste de Qui-Quadrado indicou
um valor de p=0.22 para o polimorfismo H63D e
p=0.20 para o C282Y e o S65C. Assim, verificamos
que ndo houve diferencas significativas entre a
homozigose e heterozigose de cada polimorfismo
na anemia falciforme. A frequéncia alélica
apresentada na Tabela 2 corrobora o equilibrio
entre os alelos do gene HFE, apesar da maior
frequéncia encontrada para o polimorfismo H63D.
Tabela 2. Frequéncia alélica no gene HFE
Genotipo H63D C282Y S565C
de Hb n°® F n° F n° F
ss W 610| 0.733173 820| 0.985577 829| 0.996394
M 222| 0.266827 12| 0.014423 3| 0.003606
TOTAL ALELOS 832 1 832 o § 832 1
s/beta tal W 27 0.675 40 1 40 1
M 13 0.325 0 0 0 0
TOTAL ALELOS 40 1 40 1 40 1
sc w 108| 0.794118 135| 0.992647 135| 0.992647
M 28| 0.205882 1| 0.007353 1| 0.007353
TOTAL ALELOS 136 1 136 1 136 1
s W 19| 0.791667| 23| 0.958333 24 1
M 5| 0.208333 1| 0.041667 0 0
TOTALALELOS 24 1 24 1l 24 3

Conclusao

Nossos resultados ndo mostraram relagdo do
gendtipo de doenga falciforme com o gendtipo no
gene HFE.
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