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| RESUMO

Introducdo: a doenca falciforme (DF) é altamente prevalente na Bahia. Caracteriza-se pela
presenca da hemoglobina S, cuja polimerizacdo intraeritrocitaria oclui pequenos vasos e
provoca hemdlise crénica. Hemdlise ou vasoclusdo predominam nas apresentagdes clinicas e
diagnostico tardio é frequente.Transfundir hemacias pode ser indicado em eventos agudos ou
complicagdes cronicas, porém aloimunizagdo pode resultar das transfusdes, representando
risco para o paciente. O antigeno eritrocitario Duffy, receptor de quimiocinas, pode causar
reacOes transfusionais e ser um possivel marcador de variabilidade clinica. Hapl6tipos da
globina beta e talassemia alfa sdo moduladores genéticos da clinica na DF. Objetivos: estimar
a influéncia da aloimunizacdo, diagndstico tardio, fenotipo Duffy, hapldtipos da globina beta
e talassemia alfa na evolucdo clinica; conhecer a distribuicdo dos fendtipos hemolitico e
vasoclusivo na DF. Métodos: trata-se de um estudo ambispectivo, desenvolvido em 2 fases:
uma retrospectiva, com revisdo de prontuarios de 105 pacientes SS e 3 SC, receptores de
transfusdes entre 2004 e 2007, identificando-se clinica e aloimunizacdo. Na segunda fase
foram selecionados 109 pacientes SS, assintomaticos, sem intercorréncias médicas ou
transfusbes recentes. Dados clinicos, laboratoriais, imunohematoldgicos, moleculares foram
avaliados. Resultados: na primeira fase 56 pacientes desenvolveram aloimunizacédo (51,8%),
associada com idade mais baixa (p=0,041), género feminino (p=0,033) e autoimunizagéo
(p=0,0001). As principais indicacdes transfusionais foram anemia sintomatica (73% ALO e
44,4% N-ALO), Ulcera maleolar (13,5% ALO e 13,3% N-ALO) e crise dolorosa severa
(13,5% ALO e 8,9% N-ALO). A primeira transfusdo ocorreu antes dos 10 anos de idade em
45,4% dos casos. Aloanticorpos mais prevalentes foram anti-E, anti-K e anti-C (39,3%,21,4%
e 16,1%, respectivamente). Poucos pacientes autoimunizados necessitaram tratamento
imunossupressivo. Na fase prospectiva a média de idade ao diagndstico foi 12,7+11,9 anos,
sendo mais tardia no género feminino (15,9+12,0 anos, p=0,005).0 fenétipo Duffy negativo,
presente em 33,3% dos pacientes, e a hemoglobina acima de 8,0 g/dl foram preditivos para
osteonecrose (p=0,002, OR=7,560, 1C=2,064-27,690 e p=0,017, OR=4,618, 1C=1,313-16,245,
respectivamente). Prevaleceu o haplétipo BEN/CAR (51,2% dos casos), seguido do
CAR/CAR (23,5%) e BEN/BEM (20,6%), tendo o CAR/CAR apresentado hemoglobina e
hemoglobina fetal mais baixas (p=0,043 e 0,042, respectivamente). Talassemia alfa2 -3.7kb,
pesquisada em 78 dos 109 pacientes, ocorreu em 29,5% desses, sendo que apenas a
osteonecrose, mais frequente em pacientes com a mutacao, tendeu "a significancia estatistica
(p=0,055). O fenotipo clinico mais frequente foi o vasoclusdo/hiperviscosidade, ocorrendo em
44,9% dos casos, seguido do hemolitico (38,5%). Em 16,5% dos pacientes ndo foi possivel a
classificacdo fenotipica, tratando-se de pacientes com curso clinico acentuadamente benigno.
Conclustes: a aloimunizagcdo ndo impactou significativamente a evolucdo clinica, sendo
associada com género feminino e autoimunizacdo; diagnostico tardio foi frequente, no inicio
da adolescéncia, associado com acidente vascular encefalico, sequestro esplénico e aumento
da bilirrubina indireta; prevaleceu o fen6tipo vasoclusdo/hiperviscosidade; o hapl6tipo da
globina beta mais frequente foi o BEN/CAR, ndo havendo influéncia importante sobre a
evolucdo clinica; houve tendéncia de associacdo da talassemia alfa com osteonecrose;
fendtipo Duffy negativo e hemoglobina acima de 8,0 g/dl foram preditivos para osteonecrose.

Palavras-chave: anemia falciforme, diagndstico tardio, aloanticorpos, fenotipo, antigenos de
grupos sanguineos.
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Il INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo os distdrbios genéticos monogénicos mais prevalentes no mundo®.
Entre esses se destaca a doenca falciforme, caracterizada pela presenga da hemoglobina S
(HbS), uma proteina anormal em que uma mutagdo no sexto codon do gene da cadeia beta da
globina codifica o aminoacido valina em lugar de acido glutamico (6 Glu—Val). O gene da
HbS pode ocorrer na forma homozigota (SS), denominada anemia falciforme, ou combinada
com outras hemoglobinas mutantes, como a forma duplamente heterozigota conhecida como

hemoglobinopatia SC™ 2.

Sob baixas tensGes de oxigénio a HbS forma polimeros, deformando os eritrécitos que
assumem a forma de foice. Essas células afoicadas ou falcizadas ocluem os pequenos vasos,
fendmeno esse denominado vasoclusdo. Os repetidos episodios de oclusdo vascular provocam
isquemia e inflamac&o, ocasionando dano e disfuncéo progressivos em 6rgaos e sistemas®.

As manifestacdes clinicas da anemia falciforme sdo consequéncia dos sucessivos episédios de
vasoclusdo e da hemdlise cronica®. As crises dolorosas sdo a principal manifestacéo clinica
da doenca e a causa mais importante de procura por atendimento médico. Outras
manifestaces agudas sdo acidente vascular encefalico (AVE), sequestro esplénico ou
hepatico, crise aplastica, priapismo, sindrome toracica aguda (STA), sindrome do quadrante
superior direito, enquanto as complicacBes crdnicas se caracterizam por lesbes organicas
progressivas, resultando em insuficiéncia renal e/ou cardiaca, osteonecrose, retinopatia,

complicacdes biliares, faléncia hepética e hipertenséo pulmonar®.

O tratamento da doenca inclui 0 manejo da anemia e suas consequéncias, assim como o dos
episodios dolorosos, infeccdes e dano organico®. A abordagem adequada exige cuidado
multiprofissional, considerando-se 0 acometimento multissistémico proprio da doenca.
Hidratacdo adequada, uso de analgésicos e antinflamatorios, reposicdo de &cido félico e uso

de hidroxiureia, quando indicada, sdo medidas usuais no tratamento® ”.

As transfusdes de hemécias ocupam lugar de destaque no manejo da doenca, com indicagdes
precisas em eventos como a STA e o0 sequestro esplénico, e contribuir para a reducdo da

morbidade e melhoria da qualidade de vida em situagcbes como complicacfes cardiacas,
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pulmonares e outras®. A despeito da grande utilidade das transfusdes na pratica clinica, estas
ndo sdo isentas de riscos. Reacdes alérgicas, transmisséo de doencas veiculadas pelo sangue,
sobrecarga de volume, excesso de ferro, aloimunizagdo e outros podem resultar da terapia
transfusional. A presenca de aloanticorpos pode ser causa de reacdes transfusionais, limitar a
disponibilidade de hemécias compativeis para transfusdo e reduzir a eficacia das heméacias
transfundidas’®. De acordo com Wanko e cols., a prevaléncia de aloanticorpos pode ir de 5%

a50% e em determinadas situacdes pode representar risco iminente a vida do paciente®.

A variabilidade clinica é uma das caracteristicas mais intrigantes da doenca falciforme™.
Apesar de ter como base 0 mesmo defeito molecular, a forma de apresentacéo clinica varia
acentuadamente entre os individuos acometidos e no mesmo individuo em diferentes fases da
vida. Enquanto alguns cursam oligossintomaticos, com raras crises dolorosas ou outras
manifestacdes clinicas da doenca, outros apresentam formas mais graves, com crises algicas
frequentes, infeccOes, além de evoluir com relativa precocidade para complicagdes crbnicas
como Ulceras maleolares, osteonecrose, priapismo, retinopatia e outras™®. Considerando que
apenas a mutacdo da globina beta ndo é suficiente para explicar a substancial heterogeneidade
clinica da doenca falciforme, a busca por outros possiveis fatores genéticos, que contribuam
para o entendimento da biologia da doenca, tem motivado a identificagdo e o estudo de

diversos polimorfismos génicos®***).

A doenca falciforme estd associada a um estado proinflamatério, caracterizado por
leucometria elevada e niveis de citocinas como a IL-6 e a IL-8 também elevados™®*®, tendo

sido a leucocitose nessa doenga relacionada a mortalidade precoce(19).

Antigenos de grupos sanguineos eritrocitarios podem atuar como moléculas funcionais e tem

sido estudada a sua potencial relevancia na fisiopatologia da doenca falciforme.

O antigeno Duffy é expresso nas hemécias e em células endoteliais de vénulas poscapilares,
atuando tanto como receptor eritrocitario para o Plasmodium vivax como de quimiocinas
(Duffy antigen / receptor for chemokines — DARC)®?. O papel relevante do antigeno Duffy na
inflamacdo tem motivado o seu estudo na anemia falciforme, considerada um estado
proinflamatério® 22, No estudo de Nebor e cols. pacientes caribenhos com anemia falciforme
Duffy-positivos apresentaram leucometria, contagem de neutrofilos, IL-8 e RANTES

(Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted) mais elevados quando
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comparados com pacientes Duffy-negativos com a mesma doenca®). Nesse estudo,
entretanto, ndo foram detectadas associacdes entre a expressdo do DARC em hemécias e
complicacdes clinicas como comprometimento renal, Ulcera maleolar, priapismo e
osteonecrose®. A elucidacdo das complexas interacdes entre multiplos fatores genéticos e
ambientais, responsaveis pela diversidade fenotipica da doenca, poderd ter implicacGes
importantes no manejo clinico e no aconselhamento genético, assim como revelar novos alvos

para intervencdes terapéuticas.
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I11 REVISAO DA LITERATURA

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

Em 1910 o cardiologista James Herrick, em Chicago, descreveu o0 caso de um jovem
estudante negro, proveniente da regido do Caribe, com anemia intensa, cujas hemaécias
apresentavam uma forma peculiar de foice®”. Apenas em 1949 Linus Pauling e cols.
demonstraram tratar-se de um defeito na molécula da hemoglobina®). Uma mutagdo em
ponto no gene da globina beta (5°) codifica o aminoacido valina no lugar do acido glutamico,
dando origem a uma hemoglobina mutante, a hemoglobina S. Esta pode se apresentar na
forma homozigota, denominada anemia falciforme (SS), ou em combinagdo com outras
hemoglobinas anormais, como a hemoglobinopatia SC e as talassemias . A hemoglobina S
apresenta-se em maior frequéncia na Africa equatorial, Arabia Saudita e india, enquanto a

hemoglobina C é mais prevalente no oeste da Africa.

Em populacdes de paises como Nigéria, Zaire e Camardes a prevaléncia do gene 4° pode

exceder 20%, chegando a 45% entre individuos da tribo Baamba no oeste de Uganda®®.

Na Nigéria, o pais mais populoso da regido, 24% da populacéo é portadora do gene > sendo a
prevaléncia da anemia falciforme de aproximadamente 20 por 1000 nascimentos. Esses dados
significam que nesse pais em torno de 150 000 criancas nascem anualmente com anemia

falciforme®®.

Dados epidemioldgicos e estudos clinicos sugerem que o estado heterozigoto para o gene f°
confere protegdo relativa contra malaria causada pelo Plasmodium falciparum®”. Além disso
a distribuicdo geogréfica desse gene coincide em grande parte com areas endémicas para
maldria, o que contribui para explicar a perpetuacdo do mesmo nas populacbes acometidas,

considerando-se a vantagem de sobrevivéncia do individuo heterozigoto AS®®.

Nos Estados Unidos da América a doenca falciforme afeta aproximadamente 1 em cada 350

recém nascidos afro-americanos a cada ano, havendo em torno de 72 000 pacientes no pais®®®.
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A hemoglobina S foi trazida para o Brasil através do tréfico de escravos africanos, sendo mais
prevalente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro e Maranh&o®?,

estados brasileiros com importante componente afro-descendente na populagdo®?.

A doenca falciforme foi reconhecida como problema de saude publica no Brasil em 1996,
tendo sido lancado o PAF — Programa de Anemia Falciforme pelo Ministério da Saude (MS).
A Portaria GM/MS n.° 822/GM de 06 de junho de 2001 criou o Programa Nacional de
Triagem Neonatal, incluindo a detec¢do de hemoglobinas anormais (Apéndice 1). Mesmo o
teste ndo estando ainda implantado em todo o territorio nacional, os dados disponiveis até o
momento demonstram que na Bahia, de cada 650 nascidos vivos, um tem hemoglobinopatia,
na maioria anemia falciforme, e de cada 17 um tem traco falciforme (HbAS)®® 2. Estima-se
que 6% a 10% da populagdo afrodescendente no Brasil é portadora do gene f°, com

aproximadamente 3500 novos homozigotos SS ao ano de acordo com Cancado e Jesus®?.

Em muitos paises onde a doenca falciforme € um problema de saide publica, o seu manejo
permanece inadequado, ndo existem programas de salde especificos para a assisténcia
integrada a esses doentes nem servicos médicos capacitados para o atendimento apropriado, e

o diagndstico é realizado usualmente em decorréncia de alguma complicagdo da doenca®?.

Entre os pacientes brasileiros nascidos antes da instituicdo do diagnostico neonatal, a doenca
falciforme com frequéncia é descoberta tardiamente. Paiva e Silva e cols., estudando 80
pacientes adultos com anemia falciforme, ressaltam que na maioria dos casos o diagnéstico
foi estabelecido na adolescéncia ou inicio da vida adulta®”. No relato de Diop e cols. sobre

pacientes senegaleses com doenca falciforme, a média de idade ao diagndstico foi 9,8 anos®.

De acordo com Platt e cols. a sobrevida em homozigotos SS adultos e criancas foi de 42 anos e
48 anos para homens e mulheres, respectivamente, enquanto em pacientes SC foi de 60 anos no
género masculino e 68 anos no feminino™. Nesse estudo foram acompanhados 3764 doentes
entre zero e 66 anos de idade, sendo que 50% dos casos sobreviveram além da quinta década de
vida. Mais recentemente o estudo de Serjeant, realizado na Jamaica, onde foi realizada uma
busca ativa nos registros de 102 pacientes SS com mais de 60 anos, relata ter encontrado ainda
vivos 40 pacientes com idades entre 60 e 87 anos®®. Nos casos jamaicanos a sobrevida mais

longa foi associada a género feminino e nivel mais alto de hemoglobina fetal.
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A OMS ressalta que ndo existem dados convincentes sobre a mortalidade de individuos com
anemia falciforme na Africa sub-sahariana, porém de acordo com a estrutura etaria das
populacdes que frequentam servicos médicos de atendimento a esses doentes, sugere que
metade dos pacientes com a doenga morre até 5 anos de idade, usualmente de infeccdes como

maldria e sepse por pneumococo, e da prépria anemia®®.

Na doenca falciforme a suscetibilidade a infeccGes € maior na faixa etaria de zero a 5 anos
de idade®”. Por essa razdo a adogdo de medidas profilaticas como vacinas especiais, como
as anti-pneumococo, hemophylus tipo b e meningococo, além do uso continuado de
penicilina desde 2 meses até 5 anos de idade, tem contribuido sobremaneira para a redugédo
da mortalidade em individuos com a doenca®3%. Adicionalmente, o cuidado
multiprofissional e a educacdo de pacientes e familiares tem possibilitado a muitos doentes
um incremento importante na qualidade de vida, além de sobrevida mais longa“®. Os dados
do estudo de coorte de pacientes com doenca falciforme realizado no Texas, evidenciam
que, com os cuidados mencionados anteriormente para pacientes SS e SA°, a sobrevida
global aos 18 anos é de 93,9% (intervalo de confianga: 90,3 — 96,2)“Y.

Em agosto de 2005 foi editada pelo Ministério da Saide do Brasil a portaria que institui no
ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) o Programa Nacional de Atencdo Integrada as
Pessoas com Anemia Falciforme e outras Hemoglobinopatias, com a intencdo de sistematizar
as acoes de assisténcia, promocao e recuperacdo da satde dos individuos com essas doencas,

tenham sido diagnosticados através da triagem neonatal ou mais tardiamente (Anexo B).

Apesar de dados que apontam para uma reducdo da mortalidade nesses pacientes em virtude
dos fatores mencionados previamente, o estudo de Loureiro e Rozenfeld, sobre a
epidemiologia das hospitalizacbes em pacientes com doenca falciforme na Bahia (BA), Rio de
Janeiro (RJ) e Séo Paulo (SP), revela que a mediana da idade dos obitos foi 26,5 anos na BA,
31,5 anos no RJ e 30,0 anos em SP, evidenciando idade baixa na ocasido do Obito nesses
doentes?. Dados como esses demonstram que 0 equacionamento da doenga no nosso meio
demanda por mais agdes de saude e educacao, visando proporcionar a esses individuos uma

sobrevivéncia mais longa e de melhor qualidade.
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1.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

A hemoglobina S apresenta uma caracteristica unica entre as hemoglobinas, a capacidade de
polimerizar-se sob condicGes de hipoxia. A falcizacdo ou afoicamento é consequéncia da
polimerizacdo da hemoglobina S intraeritrocitaria, o que faz com que a célula se torne mais
rigida e deformada, provocando uma elevacgdo da viscosidade sanguinea e levando a ocluséo
de pequenos vasos“®. A populacdo de eritrocitos circulantes na doenca falciforme é composta
por células heterogéneas, incluindo-se reticuldcitos de baixa densidade, discécitos muito
densos e hemécias irreversivelmente afoicadas?. Essas células sdo precocemente destruidas

no bago, um processo hemolitico crénico mantido ao longo de toda a vida do paciente®®.

Episodios recorrentes de oclusdo vascular provocam isquemia, inflamacdo e dor, levando a
disfuncéo e faléncia organicas progressivas*?. Embora o fenémeno da vasoclus&o no esteja
ainda completamente esclarecido, sabe-se que diversos componentes estdo envolvidos na sua
génese, como integrinas e seus receptores“®, moléculas de adesdo ao endotélio como
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) e intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-
1)%4™*®) selectinas endoteliais®?, proteinas solliveis de adesdo como a trombospondina®?,
fibrinogénio®®, fibronectina®, fator de Von Willebrand®®, componentes da membrana

eritrocitaria como a Banda 3®, citocinas inflamatdrias® e outros®® 7).

A adesdo aumentada dos leucdcitos ao endotélio vascular contribui para a vasoclusdo na
doenga falciforme, havendo evidéncias crescentes de que os leucocitos participam na
iniciacéo e na propagacéo dos fendmenos vasoclusivos®”. A interacéo dos leucécitos com as
hemacias circulantes pode obstruir o fluxo sanguineo®>9, tendo sido demonstrado que as
heméacias S aderem mais facilmente as células endoteliais do que as hemécias normais in

(60-61)

vitro . Na Figura | encontra-se esquematizado o fenbmeno da vasoclusdo na doenga

falciforme.

Segundo Kaul e Hebbel, a iniciacdo, progressdo e resolucdo de um episodio vasoclusivo
poderiam conduzir a lesdo de reperfusdo, provocando uma resposta inflamatoria na anemia
falciforme®. Citocinas inflamatérias como IL-1, IL8 e TNF, produzidas em resposta ao
estresse inflamatdrio, estimulariam o endotélio vascular, induzindo a adesdo das hemacias, o

que levaria a vasoclusdo®®?.
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A adesividade aumentada das hemacias afoicadas a células endoteliais cultivadas tem sido

demonstrada em pacientes considerados estaveis, sem evidéncia clinica de vasocluséo®’ 2.

Figura 1 — Vasoclusédo na doenca falciforme.
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Fonte: Frenette PS, Atweh GF. The Journal of Clinical Investigation. 2007;117(4):851-858.

A anemia hemolitica crénica, decorrente da destruicdo precoce das hemacias S, é outro
componente fundamental da fisiopatologia da doenga falciforme. A hemoglobina livre no
plasma, resultante do processo hemolitico crénico, consome 6xido nitrico (ON), provocando
um estado de biodisponibilidade reduzida desse elemento®. Essa reducdo compromete as
fungdes homeostaticas vasculares do ON, um poderoso vasodilatador. As hemacias
hemolisadas também liberam arginase, que destroi a L-arginina, substrato para a sintese do

ON, contribuindo para a deficiéncia endotelial dessa substancia®?.

A anemia hemolitica varia em intensidade de acordo com o gendtipo da doenga falciforme,
sendo mais severa em pacientes homozigotos SS e menos intensa em pacientes com

hemoglobinopatia SC®). Na doenca falciforme marcadores de hemoélise, como a
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desidrogenase latica (DHL), apresentam relacdo direta com o consumo de 6xido nitrico e 0

metabolismo alterado da arginina, o substrato da enzima 6xido nitrico sintetase.

Na Figura 2 encontram-se esquematizadas as alteracbes provocadas pela vasoclusdo e

hemalise crénica no metabolismo do 6xido nitrico.

Figura 2 — Mecanismos envolvidos na vasoclusdo na doenca falciforme: hipoxia, falcizacédo
das hemécias, inflamacéo, hemdlise, ativacédo endotelial, diminuicéo da producgao
e consumo excessivo de dxido nitrico.
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Fonte: Jesus,L.E.e Dekermacher,S. J Pediatr (Rio J.) 2009; 85(3):194-200.

111.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA FALCIFORME

A severidade clinica da doenca falciforme varia de acordo com o gendtipo envolvido,

conforme mencionado acima, bem como de outros determinantes genéticos e adquiridos de
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fendtipo clinico. Em geral o homozigoto SS cursa com quadro clinico mais grave,
contrastando com a S-B* talassemia, com pacientes oligossintomaticos na maioria dos casos.
A S-B° talassemia apresenta um comportamento clinico semelhante ao do SS, enquanto a
hemoglobinopatia SC é em geral menos severa. Determinadas complicacdes, entretanto,
podem ser mais comuns numa ou noutra categoria. Por exemplo, retinopatia e osteonecrose

s30 mais comuns na hemoglobinopatia SC do que na anemia falciforme ©©.

A crise dolorosa ou venoclusiva é a principal manifestacdo clinica da doenca falciforme. As
crises sdo subitas e recorrentes, ocorrendo com maior ou menor frequéncia em diferentes
fases da vida. Observa-se grande variagdo entre pacientes e intra-paciente na ocorréncia dos
episédios algicos. Todavia, estudos tem demonstrado que pacientes com crises mais
frequentes tem sobrevida encurtada em relacdo aqueles menos acometidos por episédios

venoclusivos 9.

As complicacgdes clinicas da doenca falciforme podem ser agudas ou cronicas. Crises de
sequestracdo esplénica e AVE sdo mais comumente observados na infancia, enguanto a
medida que o paciente envelhece, complicacdes como a osteonecrose, retinopatia, disfungéo e

faléncias progressivas renais, cardiacas e pulmonares sao progressivamente mais prevalentes.

Na Jamaica as Ulceras maleolares sdo raras antes dos 10 anos de idade, ocorrendo pela
primeira vez mais frequentemente entre os 10 e 25 anos, sendo incomuns apés os 30 anos®”.
O Estudo Cooperativo de Doenga Falciforme norteamericano relata um padrdo semelhante,
embora tenha havido uma incidéncia méxima de Glcera maleolar entre 20 e 50 anos®?.

Pacientes com o gendtipo SS sdo 0s que mais apresentam esse tipo de complicacéo.

A suscetibilidade a infecgdes € uma causa importante de morbidade em pacientes com doenca
falciforme®. Em locais onde o uso profilatico de penicilina e vacinas especiais &
sistematicamente realizado, a mortalidade por microorganismos coOmo pneumococo tem
decrescido, numa clara demonstracdo de como medidas simples podem auxiliar na reducédo da

mortalidade nos individuos acometidos pela doenca.

A sindrome toracica aguda (STA) é a principal causa de morte em pacientes com doenca
falciforme. E definida como infiltrado pulmonar novo, evidenciado através de radiografia,

associado a um ou mais sintomas como febre, tosse, taquipnéia, dispnéia ou hipdxia, mais
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provavelmente causada por infeccdo, em especial por S. pneumoniae™?. Outros fatores como
embolia gordurosa, decorrente de isquemia ou infarto da medula éssea, vasoclusdo em vasos
pulmonares, edema pulmonar induzido pelo uso de narcéticos ou sobrecarga de liquidos séo
também possiveis causas de STA“Y. Uma histéria pregressa de STA foi associada a
mortalidade precoce, comparando-se pacientes que tiveram STA com outros que nao
apresentaram esse tipo de complicacdo®. No grande estudo cooperativo norteamericano
sobre STA, liderado por Vichinsky, os dados demonstram que 48% dos episodios desse tipo
de evento ocorreram durante hospitalizacdo devido & crise dolorosa ou outras causas(’”.
Episédios pregressos de STA predispbem o paciente com doenca falciforme a eventos

pulmonares repetidos e hipertensdo pulmonar subsequente®.

A hipertensdo pulmonar (HP) tem sido considerada causa importante de morbidade em
pacientes com anemia falciforme, sendo associada a mortalidade elevada™. Utilizando
ecocardiograma como teste de screening em 195 pacientes consecutivos, Gladwin e cols.
definiram HP como velocidade do jato de regurgitacdo tricuspide (VJRT) igual ou maior que
2,5 m/s, que seria equivalente a pressao sistolica na artéria pulmonar maior do que 30
mmHg"Y. O uso do ecocardiograma como teste diagndstico para deteccdo de HP &, todavia,
controverso®. No estudo de Bachir e cols., estudando 379 pacientes SS e 6 com S-f°
talassemia, todos os 96 individuos com VJRT de 2,5m/s foram submetidos a cateterismo
cardiaco, evidenciando-se 75% de falsa positividade a ecocardiografia no grupo estudado(’?.
Nos demais casos, em 24 pacientes com HP documentada através do cateterismo, a pressao
capilar pulmonar aumentada foi atribuida a disfuncdo do ventriculo esquerdo e em 5 casos a
pressao elevada na artéria pulmonar foi atribuida a hipercinese relacionada ao débito cardiaco
elevado, associada a resisténcia vascular pulmonar normal. Esses autores concluiram que a
HP é uma complicagdo incomum na doenca falciforme™. Em pacientes da Bahia ndo é

conhecida a prevaléncia de hipertenséo pulmonar.

Como fatores genéticos determinantes da variabilidade clinica da doenca s&o reconhecidos a
co-heranca com a talassemia alfa e a concentragdo da hemoglobina fetal (HDF).
Concomitancia de talassemia alfa e doenca falciforme diminui o potencial de polimerizacéo
da HbS, reduzindo a hemolise e a anemia® ™. Entretanto, como resultante do nivel mais
elevado da hemoglobina e da viscosidade sanguinea, 0s pacientes podem cursar com mais

episodios dolorosos e complicacBes d6sseas. Por outro lado, a hemoglobina mais alta parece
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oferecer protecdo contra complicagdes como a retinopatia e as Ulceras maleolares, menos

comuns em pacientes com alfa talassemia e anemia falciforme .

Bertles e Milner demonstraram que hemacias S com niveis baixos de HbF tem uma propenséo
aumentada para a desidratacéo celular, o que facilita a polimerizacdo da hemoglobina S®.
Posteriormente Platt demonstrou que o nivel da hemoglobina fetal constitui importante
preditor de sobrevida na doenca falciforme, sendo o risco de morte precoce inversamente

associado aos niveis dessa hemoglobina®®.

Polimorfismos ligados ao grupo de genes da globina beta ou hapl6tipos estdo relacionados a
diferentes concentracdes de HbF, sendo as mais elevadas encontradas no haplétipo Senegal ou
Indo-Arébico (a denominacdo se deve ao sitio geografico onde sdo mais prevalentes ) e 0s
mais baixos no haplétipo CAR (Republica Centro Africana) ou Bantu® " ™. Lyra e cols.,
estudando pacientes das cidades de S&o Paulo e Salvador, encontraram predominio de dupla
heterozigose para os haplotipos BEN/CAR nas duas populacGes, porém com diferencas na
prevaléncia de complicacBes clinicas nos dois grupos estudados’®. Pacientes de Sdo Paulo
apresentaram mais hospitalizagcdes por crise vasoclusiva e AVE do que os de Salvador,
enquanto as infeccBes estiveram associadas com os haplétipos BEN/CAR e BEN/BEN em
Salvador e BEN/CAR e CAR/CAR em Séo Paulo(™.

Outros estudos confirmam que afro-americanos sdo frequentemente heterozigotos para 0s
haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta, 0 que complica a interpretacdo da
associacao desses com o fenétipo clinico™®.

Apesar de progressos consideraveis obtidos no entendimento de aspectos moleculares, na
fisiopatologia e no manejo da doenga falciforme, a sua grande variabilidade clinica permanece

um desafio para os pesquisadores e profissionais envolvidos no cuidado a esses doentes.

Hagar e Vichinsky, em um artigo sobre avangos na pesquisa clinica na doenca falciforme,
chamam a atencdo para problemas clinicos que tem sido observados com maior frequéncia,
relacionados com o aumento da sobrevida desses pacientes. A osteonecrose e a hipertensao
pulmonar (HP) representam limitacGes consideraveis para a sobrevivéncia desses individuos,

sendo a HP causa importante de 6bito!".
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111.4 FENOTIPOS CLINICOS NA DOENCA FALCIFORME

Ballas, em uma publicacdo de 1991 sobre anemia falciforme, chamava a atencdo para o fato
de pacientes com frequéncia menor de crises algicas apresentarem incidéncia maior de ulceras
maleolares e menos mortalidade, enquanto em pacientes com crises dolorosas frequentes

havia associacdo com dactilite prévia, tendéncia a infeccdes, AVE e STA®?,

Como referido anteriormente, a heterogeneidade clinica na doenca falciforme ndo pode ser
explicada tdo somente pela mutacdo na cadeia da globina beta. Outros fatores como o0s
ambientais, socio-econdémicos e psicoldgicos podem ter papéis relevantes nessa diversidade

de apresentacdes clinicas, propria da doenca.

Embora a anemia falciforme seja uma desordem monogénica, no que se refere a apresentagdo
clinica trata-se muito provavelmente de uma doenca multigénica®”. Até o presente momento
mais de 100 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) de diversos genes tem sido
identificados em pacientes com diferentes fendtipos clinicos. Trata-se de genes de classes
funcionais variadas, como os envolvidos em processos como a fungdo vascular, inflamacéo,
estresse oxidativo e biologia das células endoteliais®?. Esses estudos permitiram identificar,
por exemplo, a associacdo do gene Klotho com priapismo e osteonecrose em pacientes com
anemia falciforme™ 889, Adicionalmente foram descritas associacées de Ulceras maleolares
com SNPs também no gene Klotho, no TEK e em varios outros genes na via de sinalizacdo do
TGF-B/BMP através de analises de associa¢do genotipica. O gene TEK estd envolvido na
angiogénese e 0 TGF-B/BMP modula cicatrizagdo de feridas e angiogénese. Esses dados
fazem supor que as Ulceras maleolares, comuns na doenca falciforme, podem ter o seu risco

determinado geneticamente®®.

Tomando como ponto de partida a publicacdo de Ballas, endossada posteriormente por Kato e
cols.®, considera-se atualmente que os principais fenétipos clinicos da doenca falciforme sdo
o hemolitico e o vasoclusio/hiperviscosidade®®. Vale ressaltar, entretanto, que essa
classificacdo € insuficiente para abranger todo o complexo espectro de possiveis

manifestacdes da doenca®”.

No fendtipo hemolitico predominam os efeitos dos disturbios da homeostase do 6xido nitrico,

decorrentes da hemolise crénica, como a hipertensdo pulmonar, priapismo, Ulcera maleolar e
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AVE®). Por outro lado, no fenétipo vasoclusdo/hiperviscosidade prevalecem as
consequéncias dos fendmenos vasoclusivos e da hiperviscosidade sanguinea, decorrentes da
polimerizacéo intraeritrocitaria da hemoglobina S, como as crises algicas e a osteonecrose.
Entretanto, em complicacBes como a sindrome toracica aguda, as consequéncias tanto de
fendmenos vasoclusivos quanto de disfuncdo endotelial, decorrentes da hemdlise cronica,
evidenciam que uma sobreposicdo de mecanismos fisiopatogénicos na doenca falciforme

pode dificultar a clara identificagdo de um fenétipo clinico em muitos doentes®.

O conhecimento sobre os determinantes da variabilidade clinica da doenca falciforme devera
permitir o desenvolvimento e a instituicdo precoce de terapias destinadas a pacientes sob

maior risco de evolugdo desfavoravel ®.

111.5 ALOIMUNIZACAO NA DOENCA FALCIFORME

Os grupos sanguineos, caracteres hereditarios presentes na superficie das hemacias e
reconhecidos através de anticorpos, sdo de grande importancia na medicina transfusional e de
transplantes®. Muitos desses anticorpos tem o potencial de causar reacdes hemoliticas
transfusionais ou doenca hemolitica do recém nascido de maior ou menor gravidade. A
capacidade de suscitar o desenvolvimento de aloanticorpos, ou imunogenicidade, varia de um
grupo sanguineo para outro, sendo 0s mais imunogénicos os antigenos do sistema Rh e do

ABO, seguidos dos do sistema Kell®®.

Sua importancia bioldgica deriva das maultiplas funcbes atribuidas aos grupos sanguineos:
transporte de moléculas transmembrana eritrocitaria (transporte de uréia pelo sistema Kidd),
adesdo celular (sistemas Lutheran e Landsteiner-Wiener), receptor de quimiocinas (sistema

Duffy), acBes enzimaticas (sistema Kell) e outras® 8.

Atualmente reconhecem-se 29 sistemas de grupos sanguineos, que representam tanto um

Ginico gene como um cluster de dois ou trés genes intimamente relacionados®®.

O desenvolvimento de aloanticorpos em individuos com doenca falciforme, ou seja, o
paciente desenvolve um anticorpo contra um antigeno eritrocitario presente nas hemacias do

doador, antigeno esse ausente nas suas proprias hemaécias, representa um dos maiores riscos
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associados a terapia transfusional nessa populacdo. Com o objetivo de evitar a aloimunizag&o,
tem sido recomendada a fenotipagem pré-transfusional para os antigenos do sistema Rh
D,C,c,E.e e Kell®®_ A extensdo da fenotipagem para outros antigenos eritrocitarios, como os
dos sistemas Kidd, Duffy, MNS e outros, pode acrescentar um custo extra a transfusao, nao

sendo viavel para muitos servicos de hemoterapia.

O impacto da aloimunizacgéo na evolucgéo clinica da doenca falciforme nao é conhecido. Tem
sido relatado que pacientes com a doenca apresentam frequéncia maior de alossensibilizacédo
do que pacientes com talassemia major, que sdo transfusdo-dependentes e, usualmente,
recebem um numero maior de transfusbes. Vichinsky e cols., abordando o tema, chamam a
atencdo para diferencas raciais entre receptor e doador, que poderiam ser causadoras de
aloimunizacdo na anemia falciforme. Os pacientes estudados por esses autores eram
predominantemente negros, enquanto a populacdo de doadores era composta na maioria por

individuos caucasianos?,

No Brasil a populacdo é intensamente miscigenada, caracterizada por uma mistura de
indigenas, descendentes de escravos africanos e de europeus (a maioria portugueses, mas
também italianos, alemées, espanhéis, poloneses e outros)® °. Em Salvador 82,1% da
populacdo é afro-descendente, maioria que abrange a populacdo de pacientes com doenca
falciforme®. Em outras palavras, pode-se especular que na Bahia pacientes e doadores de

sangue apresentem a mesma composi¢ao étnica.

O risco de aloimunizagdo tem sido correlacionado com a idade. Rosse e cols., no Estudo
Cooperativo de Doenca Falciforme, mostraram que criancas que receberam a primeira
transfusdo aos 10 anos de idade ou mais tardiamente, apresentaram indices de aloimunizacgéo
mais altos do que aquelas cuja primeira transfusdo ocorreu antes dessa idade®. A
imaturidade do sistema imune tem sido aventada como uma possivel causa de toleréncia
imunoldgica em pacientes transfundidos mais precocemente, o que conferiria alguma protecdo

contra aloimunizacao®* %,

Além da idade, o nimero de transfusdes recebidas é considerado fator de risco importante
para 0 desenvolvimento de aloanticorpos uma vez que, quanto mais transfusdes, maior

exposicdo do paciente a antigenos estranhos“?. O género feminino também tem sido
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associado a uma maior prevaléncia de alosensibilizacdo, possivelmente devido & exposicdo

antigénica mais elevada, decorrente de gestacéo e parto®®”.

Outro possivel risco para o desenvolvimento de aloanticorpos poderia ser o status
inflamatério do paciente, de acordo com Campbell-Lee®™. Em um modelo murino,
Hendrickson e cols. demonstraram que inflamag&o no receptor aumentou significativamente o

desenvolvimento de aloanticorpos®®.

A presenca de autoanticorpos, caracterizada por um teste direto de Coombs positivo em
pacientes com anemia falciforme, na grande maioria previamente aloimunizados, tem sido
descrita(97). Embora desconheca-se a sua patogénese, alguns autores defendem a hipotese de
gue a formacdo de autoanticorpos eritrocitarios possa ser provocada pela ligacdo dos
aloanticorpos as hemécias transfundidas, acarretando alteracfes conformacionais em epitopos
antigénicos, que estimulariam a producdo de autoanticorpos®’. Por outro lado, o
desenvolvimento de autoanticorpos em pacientes com doenca falciforme poderia ser reflexo da

disfuncdo imune global, secundaria a perda precoce da funcéo esplénica nesses doentes®® .

Qualquer que seja a causa, a aloimunizacdo é um tema importante a ser abordado em

pacientes com anemia falciforme.

1.6 O SISTEMA DUFFY

O sistema de grupo sanguineo Duffy, importante do ponto de vista transfusional e biologico,
foi descrito como um aloanticorpo em um paciente hemofilico politransfundido®® Na
ocasido o antigeno foi denominado Fy? sendo o antigeno antitético Fy° descrito um ano
depois™V.

Utilizando-se anti-soros anti- Fy* e anti-Fy° foram identificados 3 fenétipos em individuos
caucasianos: Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+), produtos de alelos codominantes localizados no
cromossomo 1, que caracterizam os genotipos FY*A/ FY*A, FY*B/FY*B e FY*A/FY*B,
respectivamente™®?. Os antigenos Fy? e Fy” diferem entre si por uma Gnica mutacio em ponto
(Asp42Gli)*%).
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O fendtipo Fy(a-b-) ou Duffy null , mais comum em negros, deve-se a uma mutacao em ponto
(T-33C) na regido promotora do FY*B"“%). Essa mutacéo acarreta o rompimento do sitio de
ligacdo para o fator de transcricao eritréide GATA-1, abolindo a expressdo dos antigenos
Duffy na superficie da hemacia, ndo impedindo, entretando, que esses estejam presentes em

outros tecidos®@® 9%,

A frequéncia do fendtipo Fy(a-b-) varia de aproximadamente 70 % em afro-americanos a
100% em Gambia®: 1%, enquanto em doadores de sangue negréides da cidade de S&o Paulo a

prevaléncia foi de 67%°).

Em um estudo com doadores de sangue afroamericanos e brancos, visando desvendar 0s
mecanismos que determinam a expressdo reduzida de antigenos Duffy, os autores concluiram
que, dependendo da populagdo, ha no minimo dois mecanismos causadores dessa redu¢do: um
se relaciona com o silenciamento da transcri¢do do alelo FYB, conforme referido acima, e 0

outro com o comprometimento da translagdo e/ou estabilidade da proteina®®”.

A glicoproteina Duffy é o receptor para a invasdo dos eritrocitos pelos parasitas causadores de
malaria em humanos e simios, Plasmodium Vivax e Plasmodium Knowlesi,
respectivamente™®. Hemacias com o fendtipo Fy(a-b-) sdo resistentes & invasdo por esses
parasitas, configurando-se uma vantagem seletiva dos individuos Duffy negativos em areas
com endemicidade elevada para malaria®®. Por outro lado, a presenca de um dnico alelo
FYB mutado resulta na expressdo de apenas 50% da proteina Duffy na superficie das

hemaécias, o que poderia ocasionar uma invaséo parasitaria limitada®®" 1%,

O conhecimento sobre o papel biolégico do antigeno Duffy teve um impulso importante
quando Darbonne e cols. descobriram um novo receptor de quimiocinas ou citocinas
quimioatrativas na superficie das hemacias™. Atualmente sabe-se que antigenos do grupo
sanguineo Duffy sdo carreados pelo Duffy antigen receptor for chemokines (DARC, também
denominado CD234), uma glicoproteina expressa nas hemacias, células endoteliais de vénulas
pos-capilares do corpo inteiro, além de células epiteliais de 6rgdos ndo eritroides®. O
DARC, além de receptor de Plasmodium, é também um receptor multiespecifico de alta
afinidade para quimiocinas proinflamatérias como a interleucina-8 (IL-8), RANTES
(Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted ou CCL5) e Monocyte
Chemoattractant Protein-1 ( MCP-1)*19,
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O DARC endotelial é necessério para o recrutamento, mediado por quimiocinas, de leucécitos
para os sitios de inflamacéo, além do transporte transendotelial dessas citocinas*!?). Estudos
in vitro e in vivo sugerem que o DARC eritrocitario liga-se a quimiocinas, assim como as
retira de sitios de producdo exacerbada dessas proteinas, como locais de inflamacao,
prevenindo a ativagcdo de leucocitos na circulagcdo sanguinea e atuando na modulacdo da

inflamagao #3(1%9),

Os mecanismos envolvidos na liberacdo de quimiocinas ligadas ao DARC ndo estdo ainda
completamente esclarecidos. De acordo com Schnabel e cols., a coagulagdo sanguinea poderia
liberar quimiocinas do reservatorio Duffy, através da liberacdo de MCP-1 das plaquetas e de

células mononucleares do sangue periférico®'?.

A auséncia de DARC na superficie das hemacias tem importancia fisioldgica, considerando-
se que pessoas Duffy negativas tem a leucometria e a contagem média de neutr6filos mais
baixas™'Y, assim como aumento da faléncia de pega de enxerto em pacientes submetidos a
transplante renal™?. Estudo recente em pacientes com doenca falciforme revelou niveis mais
altos de quimiocinas ligadas ao DARC, como IL-8 e RANTES, em individuos Duffy
positivos do que nos Duffy negativos®. Por outro lado, uma condicdo clinica denominada
neutropenia étnica benigna foi recentemente descrita, em que contagens mais baixas de
neutrdfilos em individuos de ancestralidade africana foram demonstradas. Nesse estudo essa
condicdo foi atribuida ao polimorfismo rs2814778 no locus DARC, que caracteriza o alelo
FY*B null**),

A hipétese de o fenotipo Fy(a-b-) estar associado a um curso clinico mais severo em pacientes

com anemia falciforme tem sido defendida por alguns autores havendo, contudo, opinides em

contrario®-(119),
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IV JUSTIFICATIVA

A distribuigdo dos fendtipos clinicos vasoclusao/hiperviscosidade e hemolitico em pacientes
com doenca falciforme em nosso meio ndo € conhecida, ndo havendo publicacGes a respeito.
Outrossim, o diagndstico tardio dessa hemopatia na Bahia, um estado majoritariamente afro-

descendente, permanece um desafio a ser vencido.

A despeito da instituicdo do diagndstico neonatal da doenca falciforme a partir de 2001, para
0s pacientes nascidos antes desse periodo permanece a dificuldade de acesso ao diagnostico,

que permitiria 0 acompanhamento multidisciplinar que o manejo adequado da doenca exige.

Na Bahia ndo sdo conhecidas as repercussdes clinicas do retardo no diagnéstico dessa doenca,
ndo havendo publicacBGes abordando o tema. Entre essas possiveis repercussdes encontra-se o
desenvolvimento de aloanticorpos eritrocitarios, decorrentes de transfuses de hemacias,
efetuadas muitas vezes sem que o diagndstico da hemoglobinopatia tenha sido estabelecido,
ndo raramente mal indicadas e sem que 0s pacientes recebam o componente hemoterapico

preconizado para tal, quando necessario: hemaécias pobres em leucdcitos e fenotipadas.

Embora a aloimunizacdo seja uma complicacdo potencialmente séria na medicina
transfusional, desconhece-se seu impacto sobre a evolucdo clinica na doenca falciforme,
guando sdo comparados pacientes com e sem essa complicacdo. As publicacBes sobre o tema
concentram-se sobretudo nas indicacGes das transfusdes sem , todavia, abordar possiveis

efeitos do diagnostico tardio.

Entre os antigenos eritrocitarios, passiveis de provocar aloimunizacdo, destaca-se o antigeno
Duffy, de grande interesse ndo sé na medicina transfusional mas também devido ao seu
importante papel na inflamagdo. O perfil antigénico Duffy n&o é conhecido na populagido com
doenca falciforme em nosso meio. Da mesma forma ndo existem estudos abordando a
interacdo desse antigeno eritrocitario com a co-heranca de talassemia alfa e dos haplotipos

ligados ao grupo de genes da globina beta.
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Considerando-se que a doenca é um estado proinflamatério com grande variabilidade clinica,
avaliamos o impacto do diagndstico tardio, da aloimunizacdo e do antigeno Duffy em
pacientes com doenca falciforme, além da interacdo desses com a talassemia alfa e os

haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta.
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V OBJETIVOS DO ESTUDO

V.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estimar a influéncia da aloimunizacéo eritrocitaria sobre o perfil clinico de pacientes com a

doenca falciforme.

V.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Conhecer a repercussao do diagndstico tardio da doenca sobre a evolucdo clinica de pacientes

com doenca falciforme.

Analisar a relagcdo existente entre o fendtipo e o genétipo do sistema de antigenos

eritrocitarios Duffy e a expressdo clinica da doenca falciforme.

Conhecer a distribuicdo dos fenotipos clinicos hemoliticos e vasoclusdo/hiperviscosidade em
pacientes com doenca falciforme.

Estimar a contribuicdo dos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta sobre o

quadro clinico na doenca falciforme.

Conhecer a influéncia da talassemia a-2 delecdo de 3.7kb sobre a variabilidade fenotipica da

doenca falciforme.
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VI. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

V1.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo desenvolvido em duas etapas: a primeira, do tipo seccional, e a segunda
do tipo coorte ambispectivo. Na segunda etapa efetuou-se um corte transversal no momento

da inclus&o do paciente no estudo.

V1.2 POPULACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado com pacientes procedentes do ambulatério da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia — HEMOBA, localizado em Salvador / Bahia. Todos os

pacientes tinham diagnostico confirmado de doenca falciforme.

V1.3 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

A Fundacdo Hemoba é uma instituicdo especializada em hematologia e hemoterapia, centro
de referéncia para hemopatias benignas, entre essas a doenca falciforme. No servigo estdo
matriculados mais de 2000 pacientes com a doenca, a maioria anemia falciforme, sendo um
terco desses, criangas. O servigo conta com protocolos de acompanhamento dos pacientes
com a doenca, havendo prontudrio padronizado para o atendimento pediatrico. No
ambulatorio séo realizadas consultas multidisciplinares e testes laboratoriais (hematologia de
adultos e pediatricas, odontologia, fisioterapia, hepatologia, enfermagem, psicologia, Doppler
transcraniano e outros), transfusbes de hemocomponentes e hemoderivados, curativos,
sangrias terapéuticas, atendimento a crise dolorosa, aplicacdo e dispensacdo de medicamentos.
Na primeira consulta os pacientes com doenga falciforme coletam amostra para fenotipagem
eritrocitaria, desde que nao tenham recebido transfusdo sanguinea nos ultimos 3 meses. No
servico sdo realizadas uma média de 270 transfuses de heméacias a0 més em pacientes com
patologias diversas, sendo aproximadamente 24% em pacientes com doenca falciforme. Na
Fundagdo Hemoba, antes de 2004 as hemécias para transfusdes eram tipadas apenas para 0s
antigenos ABH-D. A partir desse ano a rotina imunohematolégica pré-transfusional foi

modificada, incluindo-se a fenotipagem para os antigenos eritrocitarios Rh C,c,E,e Kell.
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O ambulatério da Fundacdo Hemoba funciona de segunda a sexta-feira no horério de 07:00 as
19:00 horas.

V1.4 SELECAO DA AMOSTRA

V1.4.1 Fase retrospectiva

Foram elegiveis para essa etapa pacientes com 18 anos de idade ou mais, com diagndstico de

doenca falciforme (SS ou SC).

V1.4.1.1 Critérios de inclusdo na fase retrospectiva

Nessa etapa os critérios de inclusdo foram ter diagnostico de doenca falciforme (SS ou SC) ,
ter recebido no minimo 3 transfusdes de hemacias de 2004 a 2007 e ter pelo menos 18 anos de
idade. O nimero minino de transfusdes foi determinado com base no estudo de Sarnaik e cols.
que, estudando aloimunizacdo em pacientes com doenga falciforme, encontraram uma média
de 3 transfusGes no grupo de pacientes que nio desenvolveram esse tipo de complicacgo®*®.
Pacientes com menos de 18 anos ndo foram selecionados porque quase todos 0s pacientes
desta faixa etaria, que receberam transfusdes no ambulatério da Fundacdo Hemoba, tiveram
AVE como a principal indicacdo das mesmas. Foi considerado que esse fato poderia
representar um vicio de amostragem importante. Dos pacientes incluidos nessa fase, 24

preencheram os critérios de inclusdo para ambas as etapas do estudo.

V1.4.2. Fase prospectiva

Nessa fase foram selecionados pacientes com diagnostico de anemia falciforme (todos
homozigotos SS), que compareceram para uma ou mais avaliagdes hematoldgicas no
ambulatério da Fundacdo HEMOBA, sequencialmente, no periodo de 01 de novembro de
2008 a 30 de maio de 2009. No comparecimento a consulta de rotina o paciente era convidado
a participar do estudo e, caso concordasse, era assinado o TCLE (Apéndice A) e coletada
amostra de sangue total. Durante 0 acompanhamento os pacientes compareceram a cada 3, 4
ou 6 meses para revisdes hematoldgicas, de acordo com a gravidade de cada caso (o periodo

de observacdo abrangeu do momento da inclusédo no estudo até dezembro de 2010). Para
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uniformizacéo do periodo de observagdo, considerando-se os tempos diferentes de incluséo do
paciente no estudo, dados clinicos, como o numero de crises dolorosas e internacoes
hospitalares, sdo referentes aos ultimos 5 anos de evolucdo de cada caso. O uso de
hidroxiureia ndo foi considerado critério de exclusdo e 12 pacientes faziam uso dessa droga
quando incluidos no estudo (11,0%). Na andlise dos dados, quando necessario, esses casos
foram excluidos, sendo feita a ressalva pertinente no texto. A paciente que engravidou durante

0 periodo do estudo foi mantida no mesmo.

V1.4.2.1 Critérios de inclusdo na fase prospectiva

Para ser incluido nessa fase do estudo o paciente devia ter diagnostico de anemia falciforme ,
ter pelo menos 12 anos de idade, estar assintomatico ha pelo menos 30 dias, ndo ter recebido
transfusdo sanguinea nos ultimos 3 meses, concordar em ser submetido a coleta de amostra de
sangue e assinar o TCLE. A incluséo de pacientes a partir de 12 anos nessa fase do estudo
decorreu de publicagdo sobre hipertensdo pulmonar em criangas com doenca falciforme,
sugerindo que essa complicacdo, antes considerada rara na infancia/adolescéncia, pode
ocorrer precocemente nesses doentes™*”. Por essa razdo foi considerada relevante a incluséo
de pacientes mais jovens no estudo. Uma vez que nessa fase foram selecionados pacientes que
tivessem ou ndo recebido transfusdes de hemaécias, a inclusdo de pacientes com menos de 18

anos ndo foi considerada um viés de amostragem importante.

Foram convidados 110 pacientes, tendo 109 dado sua anuéncia em participar. Desses, 24 ja
haviam sido incluidos na primeira fase. No caso de menores de 18 anos o TCLE foi assinado
pelos pais ou responsaveis. A Figura 3 resume as especificidades do estudo quanto ao nimero

de participantes, diagndsticos e fases do mesmo.

Figura 3 — Resumo do nimero de pacientes, diagnosticos e fases do estudo. Vinte e quatro
pacientes preencheram critérios para inclusdo em ambas as fases do estudo.

PACIENTES
DO ESTUDO

FASE 1 FASE 2
108 pacientes 109 pacientes
(105 SsS; 3 sC) (todos SS)
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VL5 CRITERIOS DE EXCLUSAO PARA AMBAS AS FASES DO ESTUDO

Foi excluido do estudo qualquer paciente que nédo atendesse a pelo menos um dos critérios de

inclusdo, especificados anteriormente para qualquer das etapas definidas para o estudo.

V1.6 METODOLOGIA PARA A OBTENCAO DOS DADOS

V1.6.1 Fase retrospectiva

A fonte dos dados foi o livro de registro de transfusdes do ambulatério da Fundacdo Hemoba,
onde constam dados de identificacio do paciente, diagnostico, data da transfusdo,
caracteristicas do hemocomponente transfundido e a ocorréncia ou ndo de reacdo
transfusional. Pacientes com 18 anos ou mais, que tenham recebido pelo menos 3 transfusdes
de hemacias de 2004 a 2007 foram elegiveis para o estudo. Através da revisao dos prontuarios
médicos, foram registrados os dados demogréaficos, clinicos, transfusionais e
imunohematoldgicos de cada doente. O nimero de transfusdes, que o paciente tivesse
recebido antes de ser encaminhado para a Fundacdo Hemoba, foi registrado baseado na
informacdo do préprio paciente, familiares, relatérios médicos ou busca em prontuarios
médicos de outras instituicGes, sempre que possivel. Os dados foram coletados de acordo com

questionario especifico construido para o estudo (Apéndice B).

V1.6.2 Fase prospectiva

Depois do consentimento do paciente, foram coletados 15 ml de sangue total, separados a
seguir em 3 tubos, sendo 2 com EDTA (tampa roxa ) e o terceiro sem anticoagulante. Dos 2
frascos com EDTA, um foi reservado para extracdo de DNA que, depois de extraido e
aliquotado, foi destinado a determinacdo da genotipagem de grupos sanguineos eritrocitarios,
além de haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta e talassemia alfa-2 delecéo de
3.7kb. A extracdo do DNA foi realizada no laboratorio de biologia molecular do Centro de
Pesquisas Gongalo Muniz — FIOCRUZ. A determinacdo dos haplotipos foi realizada nesse
servico, de acordo com técnica previamente descrita™®, o mesmo ocorrendo com a
identificacdo de talassemia alfa-2 delecdo de 3,7kb, realizada segundo a técnica de Dodé e

cols.t19).



40

A genotipagem de grupos sanguineos foi realizada no laboratério de imunohematologia da
UNICAMP. As técnicas empregadas na realizacdo da genotipagem foram PCR multiplex para
a genotipagem RHD e RHD pseudogene® e genotipagem em larga escala através de
microarray (Kit BeadChip Human Erythrocyte Antigen - HEA - BioArray Solutions, Warren,
NJ, USA)?), Desse sistema constam todos os reagentes necessarios para a execucdo do
procedimento, além de sondas especificas referentes aos sitios dos seguintes polimorfismos:
RHCE, FY (incluindo FY-GATA e FY265), DO (incluindo HY e JO), CO, DI, SC, GYPA,
GYPB (incluindo marcadores que permitiam a identificacdo das variantes U-negativo e U-

variante), LU, KEL, JK, LW e uma mutacéo associada a hemoglobinopatia (HbS).

O segundo tubo com EDTA foi encaminhado para realizacdo de fenotipagem eritrocitaria e
pesquisa de anticorpo irregular (PAl) no laboratério de imunohematologia da Fundacéo
Hemoba, realizados através da técnica em gel (Gel Teste - ID-Micro Typing System,

Diamed®).

O tubo sem anticoagulante foi centrifugado para separacdo do soro, que foi congelado a —
90°C para realizagdo posterior de proteina-C reativa no laboratério de analises clinicas da
Faculdade de Farmécia da UFBA.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram coletados dos prontuarios médicos de

acordo com questionario construido especificamente para o estudo (Anexo C).

V1.8 VARIAVEIS DO ESTUDO

Foram consideradas as variaveis demograficas (idade, género, procedéncia, idade ao
diagnostico), perfil hematologico (hemoglobina, leucometria, nidmero de neutrofilos e
plaquetas, hemoglobina fetal, reticuldcitos), numero de crises dolorosas/ano, numero de
infeccdes/ano, nimero total de hospitalizagcBes/ano, complicacdes da doenca (osteonecrose,
Ulcera maleolar, acidente vascular encefalico, priapismo), nimero de transfusfes, idade na
primeira transfusdo (se antes ou depois dos 10 anos de idade), indicagdes das transfusoes,
numero e especificidade de aloanticorpos, bioquimica do sangue (creatinina, bilirrubinas,
desidrogenase latica, aspartato transaminase, alanina transaminase, proteina C-reativa). Para

os perfis hematoldgico e bioquimico foram consideradas as médias aritméticas dos Gltimos 3
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exames registrados no prontudrio médico. A proteina C-reativa foi obtida a partir do soro
coletado no momento da inclusdo do paciente no estudo, uma vez que este teste ndo consta no
protocolo de acompanhamento dos pacientes na instituicdo onde a pesquisa foi realizada.

Outras varidveis do estudo foram a talassemia alfa-2 delecdo de 3.7kb, fenotipagem Duffy
referente aos antigenos Fy* e Fy°, gendtipo FYA, FYB e FY-GATA e haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta.

V1.9 DEFINICAO DAS SINDROMES CLINICAS

Foi considerado como diagndstico tardio a identificacdo da doenca falciforme ap6s 12 meses
de idade. Essa definicdo levou em consideracdo o fato das crises dolorosas nessa doenca
poderem ocorrer tdo precocemente quanto aos 6 meses de vida, exigindo manejo
adequado™®. Adicionalmente considerou-se que os pacientes cujo diagndstico foi
estabelecido com atraso deixaram de se beneficiar total ou parcialmente do uso profilatico de
penicilina e vacinas especiais que, em criangas com a doenca, devem ser iniciados aos 2
meses de idade™?®. Pode-se acrescentar ainda que estudos tem demonstrado que o diagndstico
precoce e 0 acompanhamento multidisciplinar sdo componentes importantes na reducdo da
mortalidade e morbidade na doenca falciforme, além de contribuirem para a melhoria da

qualidade de vida desses doentes“® 129,

Foi considerado assintomético ou steady state o paciente que estivesse bem, sem queixas

clinicas, crises dolorosas ou outras ha pelo menos 30 dias*?>.

A crise dolorosa foi definida como episddio agudo de dor 6ssea em qualquer localizagdo ou

abdominal, que necessitou uso de analgésicos em domicilio ou ambiente hospitalar®2®.

As infecgOes foram definidas com base na sintomatologia clinica, como febre, sintomas e

sinais respiratorios, genitourinarios, digestivos ou outros, associados ou ndo a crise algica.

Osteonecrose foi definida como dor local e fungéo articular reduzida, com necrose da cabeca

femoral ou umeral documentada atraves de radiografia e/ou ressonancia magnetica, ou relato

de intervencdo cirdrgica para osteonecrose*?”,
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Priapismo foi definido como erecdo peniana prolongada, ndo provocada ou ndo associada a

desejo sexual, com duracéo variavel®.

O acidente vascular encefalico (AVE) foi definido como deficit neurologico agudo, como

paresia, hemiplegia ou outros, que tenha ou ndo resultado em sequelas permanentes2®.

Ulcera maleolar foi definida como ulceracdo em maléolos, ativa ou pregressa, que ndo tenha

cicatrizado em 3 meses, ndo explicada por outra causa®”.

O diagndstico de colelitiase foi estabelecido através de ultrassonografia de abdome.

Qualquer paciente com priapismo, Ulcera maleolar, AVE ou hipertensdo pulmonar foi
considerado portador de fen6tipo hemolitico, enquanto pacientes com osteonecrose ou crises
dolorosas frequentes (3 ou mais ao ano com necessidade de atendimento em servigo de
urgéncia) foram incluidos no fenétipo vasoclusdo/hiperviscosidade® & 128 pacientes sem
critérios clinicos para inclusdo nesses fenotipos foram considerados como de fenotipo de tipo

indeterminado.

A hipertensdo pulmonar no grupo estudado foi apenas referencial, baseado em resultados
(laudos) de ecocardiografia realizada em servigos distintos. Os pacientes foram considerados
como portadores de hipertensdo pulmonar quando o ecocardiograma, realizado em pacientes
assintomaticos, fora de episoddio agudo, apresentasse pressao na artéria pulmonar >25 mmHg
ou quando a velocidade de regurgitacdo tricuspide fosse >2,5m/s\""). Entretanto, considerando
ndo ter havido padronizacdo na realizacdo do teste, reconhecidamente operador-dependente,
essa complicacdo ndo foi incluida nos resultados. Nenhum paciente foi submetido a

cateterismo cardiaco.

VI1.10 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico SPSS versdo 15.0 foi utilizado para a constru¢éo do banco de dados e
realizacdo da andlise estatistica. A prova de Kolmogorov-Smirnov foi utilizada para testar se
uma determinada variavel apresentava distribuicdo normal, sendo que cada variavel foi

avaliada individualmente. Os testes do Qui-quadrado ou de Fisher foram utilizados para a
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andlise das proporcdes, enquanto as varidveis continuas com distribuicdo normal foram
analisadas através do teste-t de Student para amostras independentes. Para varidveis continuas
que ndo atendiam os parametros de normalidade os testes Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis
foram os escolhidos. Para comparar as diferencas entre mais de dois grupos foi utilizada a
andlise da variancia (ANOVA), no caso de varidveis com distribuicdo gaussiana, com 0
método de Bonferroni como pds-teste.

A estatistica multivariavel foi realizada através de regressao logistica binaria para variaveis
categoricas. Foram utilizadas no modelo backward as variaveis com p<0,20. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes e todos os testes foram bicaudais.

VI1.11 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo Bahiana para o Desenvolvimento das Ciéncias sob n° 47/2007. Antes da inclusdo
dos pacientes no estudo os mesmos (ou seus representantes legais) assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que constitui o Apéndice A.
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VII RESULTADOS

VII.1 FASE RETROSPECTIVA DO ESTUDO

Na primeira etapa do estudo, foram incluidos 105 pacientes homozigotos SS e 3 com
hemoglobinopatia SC. Na tabela 1 estdo resumidos os principais dados clinicos e laboratoriais
desse grupo de doentes. A amostra constou de 48 pacientes do género masculino e 60 do
feminino, cujas idades variaram de 18 a 61 anos, média 32,2+10,8 anos. Dos 108 pacientes,
56 desenvolveram aloimunizacdo (51,8%), sendo a média de idade 30,1+ 8,1 para 0s
aloimunizados (ALO) e 34,3t12,4 anos para os nao aloimunizados (N-ALO), diferenca
estatisticamente significante (p=0,041). A alossensibilizagdo foi mais prevalente no género
feminino, com 36 casos em 60 pacientes (60%), contra 20 casos em 48 pacientes no
masculino (41,6%), p=0,033. O diagndstico tardio da doenca falciforme ocorreu tanto em
pacientes ALO quanto N-ALO, em média aos 13,4+11,4 anos versus 13,1+10,9 anos,

respectivamente.

O ndmero de transfusbes recebidas foi mais alto no grupo de pacientes ALO, porém sem
significancia estatistica (ALO com média de 15,4 + 11,6 concentrados de hemécias e 12,0+
9,0 em N-ALO). O nimero de transfusbes em ambos os grupos variou de 3 a mais de 50
unidades de concentrados de hemécias.

Quarenta e nove pacientes (26 ALO e 23 N-ALO, 45,4% da amostra ) receberam a primeira
transfusdo de hemaécias antes dos 10 anos de idade, enquanto 33 (17 ALO e 16 N-ALO) foram
transfundidos pela primeira vez entre 11 e 20 anos (30,5%). Essa diferenca ndo alcancou

significancia estatistica.



45

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com doenca falciforme estudados
na fase retrospectiva.

Aloimunizados Nao aloimunizados

o . .
Variaveis Numero (N=56) (N=52) P
Idade (anos) 108 30,1 (£8.1) 34,3 (£12,4) 0,041t
Género (M/F) 108 20/36 28/24 0,081t
Hemoglobina (g/dl) 105 7,2 (£1.6) 7,5 (x1,2) 0,235t
Leucécitos x 10°/mm? 104 12,6 (+3.8) 11,5 (+3.6) 0,125t
Neutrofilos x 10%/mm?® 97 7,9(+5.8) 6,5(+3.8) 0,157
Plaquetas x 10°/mm? 101 413,2(+169) 385,9 (+123) 0,319t
Reticulocitos ( % ) 84 7,0 (£5.3) 6,5 (+4.5) 0,631t
Hemoglobina fetal (%) 70 6,8 (£5) 8,3(%5) 0,234t
Coombs direto positivo 100 22/52 1/48 0,0001
ALT (U/L) 103 31,9+18,4 32,6+15,7 0,827*
AST (U/L) 47,0+22,5 55,9+31,7 0,103
DHL (U/L) 70 886,4(+451,6) 10469 (+ 759,4) 0,2831
Ureia (mg/dL) 95 27,36(+17,56) 36,56 (+39,73) 0,141t
Creatinina (mg/dL) 98 0,72(x0,3) 0,85(x0,5) 0,1441
Ulcera maleolar (%) 108 28/56 (50) 31/52 (59,6) 0,3402
Osteonecrose (%) 108 10/56 (17,8) 12/52 (23,1) 0,6342
AVE (%) 106 4/51 (7,8) 4/55 (7,3) 1,0002
Nefropatia (%) 63 9/24 (37,5) 22/39 (56,4) 0,1452
Cardiopatia (%) 55 8/37 (21,6) 14/18 (77,8) 0,00012
Retinopatia (%) 51 4/14 (28,6) 24/37 (64,9) 0,0202
Numero de transfusfes 95 15,4 (+11,6) 12.0 (+9.0) 0.095t

NOTAS: *Numero de pacientes com dados disponiveis.

ITeste t de Student para variaveis independentes; 2Teste do Qui-quadrado.

Valor de p<0,05 considerado estatisticamente significante. Todos os testes foram bicaudais.

Abreviaturas: ALT - alanina transaminase; AST - aspartato transaminase; DHL - desidrogenase latica; AVE - acidente vascular encefalico.

Os aloanticorpos mais prevalentes nesse primeiro grupo estudado estdo sumarizados na tabela
2. Em 19 dos 56 pacientes ALO (33,9%), anticorpos eritrocitarios maultiplos foram
identificados (méximo de 6 em um unico individuo). N&o foi possivel identificar o anticorpo

presente em 10,2% dos pacientes ALO.

O teste direto de Coombs foi positivo em 22 pacientes ALO e em apenas um N-ALO
(p=0,0001). Os autoanticorpos eram do tipo IgG, reativos a 37°C com um padréo tipico de
panaglutinacéo no eluato. Todos 0s pacientes que apresentaram autoanticorpos, a excecao de
um, eram previamente aloimunizados. Hemolise imune clinicamente significativa ocorreu em
raros pacientes, tratados com prednisona, e evoluindo favoravelmente. N&o foi registrado

nenhum caso de reacgdo transfusional hiperhemolitica.

As principais indicagdes das transfusdes de hemacias em pacientes ALO e N-ALO foram
anemia sintomatica, Ulcera maleolar e crise dolorosa severa. Entre os ALO a anemia foi a

principal indicagdo transfusional em 73% dos casos, enquanto crise algica e Ulcera de perna
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responderam por 13,5% cada como motivo para a prescricdo de transfusdes. No grupo de
pacientes N-ALO essas complicagdes responderam por 44,4%, 8,9% e 13,3% das indicag0es
de transfusdes, respectivamente. Outras indicacdes transfusionais menos frequentes foram
infeccbes complicadas, gestacdo, priapismo, disfuncdo renal, complicacbes cardiacas,
hipertensdo pulmonar, sindrome toracica aguda, AVE e preparo para cirurgia. Complicagdes
renais como elevacdo progressiva da creatinina, micro e macroalbumindria e insuficiéncia
renal cronica foram identificadas em pacientes ALO e N-ALO. Outros tipos de complicacGes
como as cardiacas (arritmias, valvulopatias, insuficiéncia cardiaca) e a retinopatia foram mais

frequentes entre pacientes N-ALO (p=0,0001 e 0,020, respectivamente).

Tabela 2 — Aloanticorpos identificados em pacientes com doenga falciforme estudados na fase
retrospectiva.

Aloanticorpos Freguéncia Porcentagem (%)
Anti-E 25 39,3
Anti-K 12 21,4
Anti-C 9 16,1
Anti-Fy? 3 53
Anti-Le? 3 53
Anti-Le® 3 5,3
Anti-e 2 3,6
Anti-D 2 3,6
Anti-M 2 3,6
Anti-c 2 3,6
Anti-Fy° 1 1,8
Anti-JK° 1 1,8
Anti-S 1 1,8
Anti-VS 1 1,8
Anti-Lu? 1 1,8

NOTA: os aloanticorpos foram identificados tanto isoladamente como em combinagdo com outros anticorpos eritrocitarios. Um paciente
desenvolveu 6 aloanticorpos ao mesmo tempo.

VIl.2 FASE PROSPECTIVA DO ESTUDO

Dos 109 pacientes com anemia falciforme estudados nessta etapa, 53 eram do género
masculino (48,6 %) e 56 do feminino (51,4%), com idade cronolégica global variando de 12 a
63 anos (média 30,2+10,8 e mediana 29,0 anos). Nas mulheres a média de idade cronoldgica
foi 32,3+12,0, mediana 31 e nos homens 27,9 + 9,1 anos, mediana 26 (p=0,037).

Considerando-se todos os pacientes, a idade na ocasido do diagnéstico foi em média 12,9+
11,8 anos com mediana 9,0, tendo sido estabelecido desde zero até 47 anos. No género
feminino o diagndstico de anemia falciforme ocorreu em média aos 15,9+12,1 anos, mediana

15,0, enquanto no masculino a media de idade ao diagnostico foi 9,3£10,1 anos com mediana
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5,0 (p=0,005). Na tabela 3 estdo sumarizados os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes,
de acordo com a idade ao diagndstico, estratificados em 3 grupos: pacientes cujo diagnostico
foi estabelecido no primeiro ano de vida, pacientes com diagndéstico entre 13 e 60 meses de

idade e pacientes que tiveram a doenca diagnosticada ap6s 0s 60 meses de idade.

Tabela 3 — Principais dados clinicos e laboratoriais de pacientes com anemia falciforme
estudados na fase prospectiva, de acordo com a idade na ocasido do diagndstico.

Anemia Falciforme (N=99)
Diagnostico no Diagnostico entre  Diagnostico ap6s

Variaveis primeiro ano de 13 e 60 meses de 60 meses de vida P
vida (N=15) vida (N=26) (N=58)
Género (M/F) 12/3 14/12 21/37
Idade atual (anos) 23,915,6 27,4195 32,9119 0,005t
Idade no diagndstico (anos) _ 2,914 20,4+10,2
Hemoglobina (g/dL) 8,0+1,1 8,7£1,3 8,2+1,5 0,185t
Leucécitos x 10 */m m? 14,146,0 11,1+4,2 11,33,8 0,073t
Neutréfilos x 10 ¥/m m? 6,7+2,4 6,03,2 6,3+2,9 0,789t
Plaquetas x 10 *m m? 413,1+178,9 379,4+86,3 399,2+166,1 0,779
Reticuldcitos (% ) 9,6+8,3 6,6+£3,4 7,5%4,2 0,593
Desidrogenase latica (U/L) 1001,4+388,1 607,9+22 4, 821,3+585,9 0,1062
Hemoglobina fetal (%) 6,8+4,4 7,6+£4,4 8,5+5,9 0,5932
AST (U/L) 47,7£20,6 48,0£18,2 48,1215 0,9791
B. indireta (mg/dL) 3,8+£2,3 2,5+2.4 2,1+1,6 0,0432
Creatinina (mg/dL) 0,6+0,2 0,6+0,2 0,7+0,4 0,3462
Ferritina (ng/L) 411,6+531,5 316,7+294,3 395,9+357,7 0,6572
AVE (%) 4/15 (26,6) 4/26 (15,4) 4/58 (6,9) 0,0243
Osteonecrose (%) 1/15 (6,6) 6/26 (23,0) 8/58 (13,8) 0,2113
Sequestro esplénico (%) 2/15 (13,3) 1/26 (4,0) 0 0,0263
Retinopatia (%) 1/15 (6,6) 0 8/58 (13,8) 0,0882
Ulcera maleolar (%) 7/15(46,6) 5/26 (19,2) 21/58 (36,2) 0,1373
Colelitiase (%) 6/15(40) 13/26 (50,0) 30/58(51,7) 0,5823
Priapismo(%) 2/12 (13,3) 2/14(14,3) 4/21 (19,0) 0,8693

NOTAS: p<0,05 considerado estatisticamente significante. Os valores de p sao de testes bicaudais.

TANOVA,; 2Kruskal-Wallis; 3Teste do Qui-quadrado.

Abreviaturas: DP-desvio padrdo; AST- aspartato transaminase; ALT- alanina transaminase; B- bilirrubina; AVE - acidente vascular
encefélico.

Cinquenta e seis pacientes (51,4%) eram procedentes de Salvador, 12 da regido metropolitana
de Salvador (11,0%) e 41 de municipios mais distantes da capital (37,6%). Durante o periodo
de observacdo 7 pacientes foram a 6bito (6,4%), sendo 4 do género feminino, entre esses uma
paciente primigesta no terceiro trimestre de uma gestacdo gemelar. A gestante e mais 2
pacientes desenvolveram sepse, uma paciente faleceu por complica¢es relacionadas a
insuficiéncia renal cronica, um paciente com hipertensdo pulmonar faleceu por cor pulmonale
e 2 pacientes foram a ébito por causa desconhecida. As idades dos pacientes que faleceram
foram 21, 22, 29, 30, 51, 57 e 63 anos (media 39,0, mediana 30,0 anos).



48

A tabela 4 sumariza os principais dados demograficos e complicagGes clinicas apresentadas
pelos pacientes estudados na fase prospectiva. As médias de crises dolorosas, hospitalizacbes
e infeccdes anuais, considerados os ultimos 5 anos, ndo apresentaram diferenca estatistica
entre 0s géneros, a excecdo da idade cronoldgica e idade ao diagndstico da anemia falciforme,
mais elevadas no feminino (p=0,037 e 0,005, respectivamente). No género masculino as
Ulceras maleolares foram mais frequentes do que no feminino (37,7% contra 33,9%,
respectivamente), porém sem alcancar significancia estatistica. Igualmente mais prevalentes
no género masculino, os acidentes vasculares encefalicos ocorreram em 9 dos 53 pacientes
(17%), enquanto no feminino 5 em 56 (8,9%) foram acometidos por essa complicacdo
neuroldgica. Esta diferenca, entretanto, ndo se mostrou significante (p=0,259). A colelitiase

prevaleceu no género feminino, também sem significancia estatistica (p=0,794).

Priapismo foi uma complicacdo apresentada por 12 dos 53 pacientes do género masculino
(22,6%) em algum momento da evolucdo clinica, mais frequentemente do tipo recorrente. Na
tabela 5 estdo sumarizados os principais parametros laboratoriais do grupo estudado, tendo

sido excluidos os dados referentes a 12 pacientes em uso de hidroxiureia.

Tabela 4 — Dados demogréficos e principais complicagdes clinicas em pacientes assintomaticos
com anemia falciforme estudados na fase prospectiva.

Género Masculino Género Feminino

Variaveis N=53 N=56 P
Dados demograficos

Idade (anos) 27,949,1 32,3+12,0 0,037
Id. ao diagnéstico ( anos ) 9,3+10,1 15,9+£12,0 0,005t
Complicagdes clinicas

N° crises/ano 2,45+2,2 2,46%1,9 0,9772
N° hosp./ano 0,72+1,0 0,70+0,8 0,9132
InfecgBes/ano 0,47£0,5 0,43+0,6 0,7022
Osteonecrose (%) 10/53 (18,9) 11/56 (19,6) 1,0003
Ulcera maleolar (%) 20/53 (37,7) 19/56 (33,9) 0,6943
AVE (%) 9/53 (17,0) 5/56 (8,9) 0,2593
Colelitiase (%) 26/46 (56,5)* 31/49 (63,3)* 0,7943

Priapismo (%)

12/53 (22,6)

NOTAS: Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Mann Whitney; 3Teste do Qui-Quadrado.

p < 0,05 considerado estatisticamente significante. Os valores de p s&o de testes bicaudais.

“Sete pacientes de cada género nio realizaram ultrassonografia do abdome.

Abreviaturas: Id. — idade; AVE - acidente vascular encefélico.

NC de crises/ano - ndmero total de crises dolorosas/ano; N° hosp./ano - niimero total de hospitalizagdes/ano.

Os pacientes em uso de hidroxiureia foram mantidos nesta tabela por néo ter havido diferenca nos resultados com e sem a droga.

Na varidvel “idade ao diagnostico” a variagdo maior que a média reflete diagnostico realizado com menos de 1 ano de idade; para as
variaveis “ namero de hospitalizagdes” e infecgdes/ano”, menos de 1 epis6dio ao ano, respectivamente.
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No género feminino foram mais elevadas a hemoglobina fetal (9,2 £ 5,8 % contra 6,6 + 4,4%
no masculino, respectivamente, p=0,016), o0 VCM (92,9+9,7fl contra 90,6+9,7fl no masculino,
p=0,242) e a ferritina (437,7£368,8 ng/dl contra 309,2+304,0 ng/dl no masculino,
respectivamente, p=0,083). As demais varidveis, como hemoglobina, leucécitos, neutrofillos,
plaquetas, AST, ALT, bilirrubinas, desidrogenase latica, proteina C-reativa, creatinina, foram
todas mais elevadas no género masculino. As varidveis bilirrubina indireta e bilirrubina total
evidenciaram diferenca com significancia estatistica, conforme pode-se verificar na Tabela 5

(p=0,034 e 0,037, respectivamente).

A primeira transfusdo de hemacias ocorreu no primeiro ano de vida em 5 pacientes (4,6%),
entre 1 e 5 anos de idade em 30 (27,5%), de 6 a 10 anos em 13 (11,9%), entre 11 e 20 anos em
24 (22%), de 21 a 30 anos em 15 (13,8%), de 31 a 40 anos em 6 (5,5%) e com mais de 40
anos de idade em 2 pacientes (1,8%). O numero de concentrados de hemacias recebidos
variou entre zero e mais de 50. Dos 109 casos, quatorze nunca receberam transfuséo (12,8%),
38 receberam de 1 a 5 transfusdes, 7 receberam de 6 a 10 concentrados de hemaécias, 3
receberam de 11 a 20 transfusdes e 21% (47 pacientes) foram politransfundidos com mais de

20 unidades de concentrado de hemacias.

Tabela 5 — Dados laboratoriais de pacientes com anemia falciforme estudados na fase

prospectiva.
Variéveis Masculino* Feminino* p
N=48 N=49

Hb (g/dL) 8,4+1,4 8,0+1,3 0,1641
Leucéceitos x 103/mm?® 12,3+4,4 11,4+2,9 0,2471
Neutrofilosx10*/mm?® 7.1+4.1 6,5+2,6 0,401t
VCM (fL) 90,6+9,7 92,9+9,7 0,242t
Plaquetas x10*/mm® 405,8+151,4 391,8+160,5 0,658t
Reticuldcitos (%) 7,453 7,3£3,8 0,905!
Hb Fetal (%) 6,6+4,4 9,2+58 0,016t
AST(U/L) 50,6+18,8 46,3+20,7 0,292t
ALT(U/L) 29,4+17,3 27,0+15,9 0,476t
B. direta (mg/dL) 1,0+0,9 0,9+1,1 0,4062
B.indireta (mg/dL) 3,1+2,0 2,4+20 0,0342
B. total (mg/dL) 3,7+2,1 3,2+2,5 0,0372
Ferritina ( ng/dL) 309,2+304,0 437,7+368,8 0,0832
DHL (mg/dL) 956,4+531,0 831,6+502,2 0,2212
PCR ( mg/L) 11,3+10,7 8,0+5,1 0,1432
Creatinina ( mg/dL) 0,7+0,5 0,6+0,2 0,1212

NOTAS: *Os dados de 12 pacientes em uso de hidroxiureia foram excluidos das analises.

1Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Mann Whitney. Os valores de p séo de testes bicaudais.

p<0,05 considerado estatisticamente significante.

Abreviaturas: Hb - hemoglobina; VCM - volume corpuscular médio; AST- aspartato transaminase; ALT — alanina transaminase;
B - bilirrubina; DHL - desidrogenase latica; PCR - proteina C-reativa.
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Dos 109 pacientes acompanhados prospectivamente, 25 desenvolveram aloimunizagéo
(22,9%). Desses, 2 pacientes (1,8%) previamente aloimunizados, apresentaram teste direto de
Coombs positivo, sem evidéncias clinicas de hemdlise autoimune. Os anticorpos contra
antigenos eritrocitarios mais prevalentes nesse grupo de doentes foram anti-K (10/109;9,2%),
anti-E (7/109;6,4%) e anti C (3/109;2,8%). Esses aloanticorpos e outros com frequéncias
menores ocorreram tanto isoladamente quanto combinados com outros anticorpos contra
antigenos eritrocitarios, sendo que em um caso foram identificados 6 aloanticorpos (anti-C,
anti-Jk°, anti-Fy?, anti-S, anti-VS e anti-K). Esse paciente ja fora referido na etapa
retrospectiva deste estudo. Na Tabela 6 visualizam-se alguns dados comparativos entre
pacientes das duas fases do estudo. A aloimunizagdo foi mais prevalente no grupo que havia
recebido pelo menos 3 transfusdes de hemacias, critério de inclusdo para essa fase do estudo,
sendo mais frequentes anticorpos eritrocitaarios anti-E. No grupo estudado prospectivamente,

ndo obrigatoriamente transfundido, os aloanticorpos anti-K prevaleceram.

Tabela 6 — Dados comparativos entre os pacientes das fases retrospectiva e prospectiva do

estudo.
Fase Retrospectiva Fase Prospectiva
Variaveis N=108 N=109
(105 SS; 3 SC) (todos SS)
Idade (anos) 32,2+10,8 30,2+10,8
(18-61) (12-63)
Género (M/F) 48/60 53/56
Id.Diagnéstico (anos) 13,2+11,1 12,9+11,8
Aloimunizagao (%) 56/108 (51,8) 25/109 (22,9)

Anti-E (%) 25/108 (23,1) 7/109 (6,4)

Anti-K (%) 12/108 (11,1) 10/109 (9,2)
Anti-C (%) 9/108 (8,3) 3/109 (2,8)

CH antes de 10 anos de idade (%) 49/108 (45,4) 48/109 (44,0)
AVE (%) 8/106 (7,5) 14/109 (12,8)
Ulcera maleolar (%) 59/108 (54,6) 39/109 (35,8)
Osteonecrose (%) 22/108 (20,4) 21/109 (19,3)

NOTAS: todos os pacientes da fase retrospectiva receberam no minimo 3 concentrados de heméacias; na fase
prospectiva havia pacientes transfundidos e ndo transfundidos.
Abreviaturas: M-masculino; F-feminino; Id.-idade; CH- concentrado de hemacias; AVE- acidente vascular encefalico.

A talassemia alfa-2 delegéo de 3.7kb foi pesquisada em 78 dos 109 pacientes acompanhados
prospectivamente (71,5% da amostra). Genes alfa normais foram identificados em 55
pacientes (70,5%); houve um homozigoto (1,3%) e 22 heterozigotos (28,2%) para o defeito
genético pesquisado. Na Tabela 7 encontram-se resumidas as principais complicacdes clinicas
desses pacientes. A osteonecrose foi mais prevalente em pacientes com talassemia alfa
positiva, tendendo a significancia estatistica (p=0,055), enquanto AVE, ulcera maleolar,

colelitiase e priapismo ndo ocorreram diferentemente entre pacientes com e sem essa
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alteracdo genética. Na tabela 8 observam-se sumarizados os parametros laboratoriais desse
grupo de doentes com e sem talassemia alfa-2 delecdo de 3.7kb. A hemoglobina foi mais
elevada nos pacientes com a mutacdo (p=0,008), enquanto naqueles sem talassemia alfa o
VCM foi mais alto (p=0,012). Os dados de 10 pacientes em uso de hidroxiureia, que tiveram a

pesquisa da talassemia alfa realizada, foram excluidos dessas anélises.

Tabela 7 — Principais complicac¢des clinicas em pacientes com anemia falciforme, com e sem
talassemia alfa delecéo de 3.7kb, estudados na fase prospectiva do estudo.

Talassemia alfa Talassemia alfa
Variaveis Positiva Negativa p
N=18 N=50
Osteonecrose (%) 6/18(33,3) 5/50(10) 0,055t
Ulcera maleolar (%) 6/18(33,3) 21/50(42) 0,584t
AVE (%) 1/18(5,5) 7/50(14,0) 0,6711
Colelitiase (%) 3/18(16,6) 6/50(12,0) 0,8621
Priapismo (%) 2/11(18,9) 4/23(17,4) 1,000t

NOTAS: Teste do Qui-Quadrado. Os valores de p so de testes bicaudais.

p< 0,05 considerado estatisticamente significante.

Abreviatura: AVE - acidente vascular enceféalico. Os dados de 10 pacientes em uso de hidroxiureia, que realizaram
pesquisa de talassemia alfa, foram excluidos dessas analises.

Tabela 8 — Principais dados laboratoriais em pacientes com anemia falciforme estudados na fase
prospectiva, com e sem talassemia alfa delecdo de 3.7kb.

Talassemia alfa Talassemia alfa
Variaveis Positiva Negativa p
N= 18 N=50

Hb + DP(g/dL) 8,7+1,4 7,7+1,3 0,008t
VCM (fL) 86,248,5 92,6%9,2 0,0122
Leuco x 10 3/mm® 11,443,6 11,8%3,2 0,620t
Neutro x 10 ¥mm? 6,3+2,9 6,9+3,0 0,488t
Plaquetas x 10°/mm? 415,9+141,4 382,3+141,6 0,391t
Reticuldcitos (%) 6,4+4,0 7,149 0,564t
Hb fetal (%) 7,455 7,845,1 0,713t
AST (U/L)) 49,0+19,7 49,2++21,8 0,974
ALT (U/L) 26,6+19,2 28,4+15,7 0,7041
B. Indireta (mg/dL) 2,819 2,742.2 0,4992
B.Direta (mg/dL) 0,7+0,3 0,9+1,7 0,8102
B. Total (mg/dL) 3,5+1,9 3,4+2,3 0,4362
Ferritina (ng/dL) 363,9+374,9 374,7£327,0 0,7702
DHL (mg/dL ) 996,8+421,4 877,1£572,9 0,1582
PCR (mg/L) 8,0+4,5 9,4+8,1 0,8892
Creatinina (mg/dL) 0,6+0,2 0,7+0,4 0,4782

NOTAS: Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Mann Whitney.

p< 0,05 considerado estatisticamente significante. Os valores de p sdo de testes bicaudais.

Abreviaturas: DP-desvio padrdo; Hb:hemoglobina;VVCM - volume corpuscular médio; Leuco - leucécitos;

Neutro - neutréfilos; AST - aspartato transaminase; ALT - alanina transaminase; B - bilirrubina;

DHL - desidrogenase ltica; PCR - proteina C-reativa.

Os dados referentes a 10 pacientes em uso de Hidroxiureia, que realizaram pesquisa de talassemia alfa, foram excluidos dessas analises.
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Na tabela 9 estdo resumidos os dados referentes a fenotipagem Duffy para os antigenos Fy® e
Fy®. Nos 102 pacientes em que os testes foram realizados, obtivemos os seguintes resultados:
em 34,3% dos casos prevaleceu o fenétipo Fy(a-b+), seguido do Fy(a-b-) em 33,3%, Fy(a+b-)
em 21,6% e Fy(a+b+) em 10,8%. Em relacédo ao genotipo, as frequéncias encontradas em 103
pacientes foram FYA/FYA em 5 casos (4,9%), FYA/FYB em 30 (29,1 % ) e FYB/FYB em
68 (66 %). O gendtipo FY/GATA apresentou os seguintes resultados: FYA/FYA 25,5%,
FYA/FYB em 41,2% e FYB/FYB em 33,3%. Os dados moleculares do antigeno Duffy
encontram-se sumarizados na tabela 10. Foram considerados verdadeiramente Duffy
negativos, ou seja, sem expressdo eritrocitaria de antigenos Duffy, os individuos com o
fendtipo Fy(a-b-) e FY/GATA FYB/FYB, perfazendo 33,33% dos casos.

Tabela 9 — Frequéncias de fenétipos Duffy em pacientes com anemia falciforme estudados na
fase prospectiva (N=107).

Fendtipo Duffy Freguéncia / %
Fy(atb+) 11/10,8
Fy(a+b-) 22 /21,6
Fy(a-b-) 34/33,3
Fy(a-b+) 35/34,3

Tabela 10 — Frequéncias dos genétipos Duffy e FY/GATA em pacientes com anemia falciforme
estudados na fase prospectiva (N=103).

Genotipo Duffy Frequéncia / % FY/GATA Frequéncia / %
AA 5/4,9 AA 26/255
AB 30/29,1 AB 421412
BB 68 / 66 BB 34/33/3

A tabela 11 apresenta as principais complicacdes clinicas relacionadas com o fenotipo Duffy.
Foram mais prevalentes nos pacientes Duffy negativos o AVE, o priapismo e a osteonecrose.
Entretanto, na andlise univariada apenas para essa uUltima complicacdo houve diferenca

significante estatisticamente (p=0,004).
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Tabela 11 — Principais complicacdes clinicas em pacientes com anemia falciforme estudados na
fase prospectiva, de acordo com o fen6tipo Duffy.

o Duffy Positivo Duffy Negativo
Variaveis ﬁKI:GB ﬁyN:3?1 P
Osteonecrose (%) 8/68(11,8) 13/34(38,2) 0,0041
Ulcera maleolar (%) 25/68(36,8) 12/34(38,2) 1,000t
AVE (%) 7/68(10,3) 6/34(17,6) 0,350t
Colelitiase (%) 36/57(63,1)? 18/31(58,1)2 0,532t
Priapismo (%) 7/36(19,4) 4/13(30,8) 0,451t

NOTAS: Teste do Qui-Quadrado. Os valores de p so de testes bicaudais.

p<0,05 considerado estatisticamente significante.

20nze pacientes Duffy positivos e 3 negativos ndo realizaram ultrassonografia abdominal.

Abreviaturas: AVE: acidente vascular encefélico.

Os dados referentes aos pacientes com Hidroxiureia foram mantidos na tabela por néo ter havido diferenca entre a prevaléncia dessas
complicagbes com e sem uso da droga.

O perfil laboratorial dos pacientes Duffy positivos e negativos esta sumarizado na tabela 12.
Nessa pode-se observar que apenas a plaguetometria, com p=0,067, mostrou-se proxima da

significancia estatistica.

Tabela 12 — Dados laboratoriais de pacientes com anemia falciforme estudados na fase
prospectiva, relacionados com o Fenotipo Duffy.

Duffy Positivo Duffy Negativo

Variaveis N=62 N=29 2

HB+DP(g/dL) 8,1+1,4 8,2+1,4 0,685t
VCM (fL) 92,3+9,6 90,1+10,4 0,326!
Leuco x 10 */mm3 12,1+4,4 11,4+2,4 0,4361
Neutro x 10 ¥mm3 7,1£3,9 6,1+2,3 0,2041
Plaquetas x 10°/mm3 415,1+163,0 353,7+104,1 0,067t
Reticuldcitos (%) 6,9+4,1 7,440 0,611*
HB fetal (%) 8,245,7 7,3+4,9 0,443t
AST (U/L) 50,7+20,6 44.6+16,8 0,173
ALT (U/L) 28,2+16,3 27,9+17,5 0,945¢
B.indireta (mg/dL) 2,8+2,0 2,4+19 0,3432
B. direta (mgdL) 0,8+0,8 1,0£0,7 0,9722
B. total (mg/dL) 3,421 3,426 0,7472
Ferritina (ng/dL) 368,4+248,0 383,5+305,5 0,4772
DHL (mg/dL ) 950,5+566,0+ 848,8+409,8 0,9422
Proteina-C reativa (mg/L) 9,7+8,7 9,848,5 0,7712
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,3 0,7+0,5 0,5942

NOTAS: p < 0,05 considerado estatisticamente significante.

1Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Mann Whitney. Os valores de p sdo de testes bicaudais.

Abreviaturas: HB - hemoglobina; DP - desvio padrao; VCM - volume corpuscular médio; Leuco - leucécitos; Neutro - neutréfilos;

AST - aspartato transaminase; ALT - alanina transaminase; B. - bilirrubina; DHL - desidrogenase latica.

Os dados referentes a 12 pacientes em uso de Hidroxiureia, que tiveram o fenétipo e genétipo Duffy determinados, foram excluidos dessas
analises.

Dos 109 pacientes estudados na fase prospectiva, os hapldtipos ligados ao grupo de genes da

globina beta foram determinados em 102 (93,6% da amostra). Nesses, o hapl6tipo mais
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prevalente foi 0 BEN/CAR (51,2%), seguido do CAR/CAR (23,5%) e do BEN/BEN (20,6%).
Quatro pacientes apresentaram hapl6tipos mais raros e foram retirados da analise (2
CAR/ATIPICO, 1 CAR/CAM e 1 BEN/CAM).

Os dados referentes aos haplétipos, relacionados com as principais complicagdes clinicas da
doenca falciforme no grupo estudado, encontram-se sumarizados na Tabela 13. Avaliando-se
os pacientes homozigotos CAR/CAR e BEN/BEN em relacéo a prevaléncia de osteonecrose,
ulcera maleolar, AVE, colelitiase e priapismo, ndo houve diferenca estatistica entre 0s
mesmos. A variavel que mais se aproximou da significancia foi a Ulcera maleolar, mais
frequente nos pacientes CAR/CAR (p=0,071).

Tabela 13 — Principais complicac@es clinicas em pacientes com anemia falciforme estudados na
fase prospectiva, de acordo com os haplétipos ligados ao grupo genes da globina beta.

Varidveis CAR-CAR BEN-BEN p
N=24 N=21

Osteonecrose (%) 4/24 (16,7%) 7/21 (33,3%) 0,1941

AVE (%) 1/21 (4,8%) 2124 (12,5%) 0,363

Ulc. maleolar (%) 12/24 (50%) 5/21 (23,8%) 0,0711

Colelitiase (%) 12/24 (50%) 13/21 (61,9%) 0,656*

Priapismo (%) 1/14 (7,1%) 2/11 (18,2%) 0,3991

NOTAS: Teste do Qui-Quadrado. Os valores de p séo de testes bicaudais.

p< 0,05 considerado estatisticamente significante.

Abreviaturas: AVE- acidente vascular encefalico; Ulc. — Glcera.

Os dados de 10 pacientes em uso de Hidroxiureia, cujo haplétipo da globina beta foi determinado, foram mantidos
nessas analises por ndo ter havido diferenca em relagéo “as varidveis estudadas com ou sem o uso da droga.

A tabela 14 apresenta resumidos os parametros laboratoriais dos pacientes com anemia
falciforme acompanhados na fase prospectiva do estudo, em relacdo aos haplotipos ligados ao
grupo de genes da globina beta. Observa-se que a hemoglobina e a hemoglobina fetal foram
mais baixas no hapldotipo CAR/CAR, diferencas estatisticamente significantes (p=0,043 e
0,042, respectivamente). A aspartato transaminase, mais elevada no haplotipo BEN/CAR,
também apresentou significancia estatistica (p=0,012). Outro parédmetro laboratorial, a
plaguetometria, também foi mais alta no hapldtipo BEN/CAR, tendendo para a significancia

estatistica com p=0,051.
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Tabela 14 — Dados laboratoriais de pacientes com anemia falciforme estudados na fase
prospectiva, relacionados aos haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta.

Variveis BEN-CAR CAR-CAR BEN-BEN 5
N=47 N=22 N=18
Hb+DP(g/dL) 8,2+1,1 7,7+1,6 8,8+1,6 0,043t
VCM (fL) 93,3+11,4 88,4+7,5 91,2+7,8 0,159t
Leuco x 10 ¥/mm? 12,4443 11,3+3,6 10,8+2,8 0,258t
Neutro x 10 ¥mm?® 7,3+4,1 6,7+2,8 6,3+3,0 0,475¢
Plaquetas x 10%/mm® 431,7+183,3 392,1+125,58 326,2+82,8 0,051t
Reticulécitos (%) 7,445 2 7,1+4.6 7,1+37 0,951t
Hb fetal (%) 9,0+6,1 5,9+3,7 7,9+4,8 0,042t
AST (U/L) 52,14+21,5 48,7+19,0 35,4+14,7 0,012t
ALT (U/L 30,2+19,6 29,7+12,3 21,6+10,5 0,157t
B. Indireta (mg/dL) 2,7+2,3 2,5£1,5 2,520 0,9542
B. direta (mg/dL) 0,8+0,5 0,7+4,1 0,9£0,7 0,6102
B. total ( mg/dL) 3,4+23 3,1+1,6 3,2+2,5 0,8192
DHL ( mg/dL ) 872,1+525,0 968,1+577,6 889,9+446,6 0,6462
PCR (mg/dL) 10,2+9,7 8,3+4,1 10,2,+10,1 0,9982
Creatinina ( mg/dL) 0,6£0,3 0,8£0,5 0,7£0,3 0,1852
Ferritina ( ng/dL) 410,2+382,4 298,8+203,5 342,2+282,9 0,3942

NOTAS: p<0,05 considerado estatisticamente significante. Os valores de p sdo de testes bicaudais.

tANOVA,; 2Kruskal-Wallis.

Abreviaturas: DP- desvio padrdo; Hb- hemoglobina; Leuco - leucdcitos; Neutro- neutréfilos;

AST- aspartato transaminase; ALT- alanina transaminase; B - bilirrubina; DHL - desidrogenase latica; PCR - proteina C-reativa. Os dados
referentes a 10 pacientes em uso de Hidroxiureia, cujos haplétipos da globina beta foram determinados, foram excluidos dessas analises.

De acordo com os critérios especificados no item "Definicdo das Sindromes Clinicas", 42
(38,5%) pacientes foram classificados como fendtipo hemolitico, 49 (44,9%) como fendtipo
vasoclusao/hiperviscosidade e 18 como fendtipo indeterminado (16,5%). Os principais dados
laboratoriais desses primeiros 2 grupos de pacientes encontram-se sumarizados na tabela 15,
apo6s exclusdo dos dados de pacientes em uso de hidroxiureia. A hemoglobina e a
hemoglobina fetal apresentaram diferencas significantes entre os 2 fenétipos principais, 0
hemolitico e o vasoclusao/hiperviscosidade (p=0,0001 e 0,003, respectivamente), enquanto
em relacdo a leucometria, contagem de neutréfilos, reticulécitos, plaguetas, VCM,
bilirrubinas, ndo houve diferenca estatistica, a exce¢édo da proteina C-reativa, mais elevada no

fenotipo hemolitico ( p=0,043).
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Tabela 15 — Principais dados laboratoriais de pacientes com anemia falciforme estudados na fase
prospectiva, classificados em subfen6tipos clinicos hemolitico e
vasoclusao/hiperviscosidade.

Subfenétipo Subfenétipo
Variaveis Fendétipo Hemolitico Vasoclusao P
N=38 N=43

Hb +£DP(g/dL) 7,5£1.2 8,7+1,3 0,0001t
VCM (fL) 92,1494 90,6+9,7 0,496!
Leuco x 10 /mm3 12,3+4,5 11,5+3,0 0,353t
Neutro x 10 ¥mm3 7,1+4,2 6,5+2,7 0,4211
Plaquetas x 10°/mm3 422,4+170,7 383,9+149,4 0,282t
Reticulécitos (%) 7,5+3,9 7,145,2 0,735!
HB fetal (%) 5,9+3,9 9,6+6,1 0,003t
AST (U/L) 50,2+19,1 46,6+21,5 0,4321
ALT (U/L) 26,8+17,5 29,2+17,1 0,529t
B.indireta (mg/dL) 3,0+£2,1 2,4+2,0 0,179
B. direta (mgdL) 0,9+1,3 0,8+0,4 0,3462
B. total (mg/dL) 3,7+2,7 3,2+2,1 0,4492
Ferritina (ng/dL) 352,6+376,6 379,2+342,4 0,3942
DHL ( mg/dL) 943+665,7 866,6+388,0 0,7262
PCR (mg/L) 11,1+9,9 7,945,5 0,0432
Creatinina ( mg/L) 0,7£0,4 0,6£0,2 0,3292

NOTAS: 'Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Mann Whitney.

p <0,05 considerado estatisticamente significante. Os valores de p sdo de testes bicaudais.

Abreviaturas: Hb- hemoglobina; DP-desvio padrdo; VCM-volume corpuscular médio; Leuco-leucdcitos; Neutro- neutréfilos; AST-aspartato
transaminase; ALT-alanina transaminase; B.-bilirrubina; DHL- desidrogenase latica;PCR-proteina C-reativa.

Os dados referentes a 12 pacientes em uso de hidroxiureia foram excluidos dessas analises.

Na analise multivariada, tendo como variavel dependente a osteonecrose e testando-se as
varidveis preditoras idade > 29 anos, idade ao diagnostico acima de 29 anos, hemoglobina >
8,0 g/dL, hemoglobina fetal < 7,0%, leucocitos > 11,5x10% /mm?, PCR > 9,0 mg/dL, além do
haplétipo CAR-CAR e o fenotipo Duffy negativo, foram estatisticamente significantes a
hemoglobina e o fenétipo Duffy negativo, conforme pode-se observar na Tabela 16. O mesmo
conjunto de parametros preditores nao apresentou significancia estatistica em nenhum de seus
elementos, tendo como variaveis dependentes AVE ou Ulcera maleolar. Outras variaveis,
como numero de transfusdes, aloimunizagédo, autoimunizacéo, talassemia alfa e outras nao
apresentaram diferencas estatisticas como possiveis preditoras para as diferentes

complicacdes da doenga falciforme.



57

Tabela 16 — Variaveis preditoras para o desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com
anemia falciforme acompanhados na fase prospectiva. N=97.

Erro

Variaveis Coeficiente Padr3 p Odds Ratio IC 95 %
adréo
*Idade > 29 anos 0,069 0,653 0,916 1,071 0,298-3,856
*Id.Diag. > 13 anos -0,049 0,655 0,941 0,952 0,264-4,440
*Hb > 8,0 g/dl 1,530 0,642 0,017 4,618 1,313-16,245
*Hb Fetal < 7,0 ng/dl -0,188 0,708 0,094 0,305 0,076-1,222
*Leucocitos >11,5x10%/mm? -0,647 0,655 0,324 0,524 0,145-1,893
*PCR > 9,0 mg/L 0,313 0,682 0,646 1,368 0,360-5,202
Haplétipo CAR/CAR 0,002 0,822 0,998 1,002 0,200-5,017
Fendtipo Duffy negativo 2,023 0,662 0,002 7,560 2,064-27,690

NOTAS: teste utilizado:-regresséo logistica binaria. p< 0,05 considerado estatisticamente significante.

*Parametro utilizado: média aritmética.

Abreviaturas: 1d.Diag - idade ao diagnéstico da anemia falciforme;Hb-hemoglobina; PCR-proteina C-reativa;

IC- intervalo de confianga.
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VIII DISCUSSAO

Apesar da triagem neonatal evidenciar que a doenca falciforme tem prevaléncia e incidéncia
elevadas em nosso meio, ainda assim essa hemopatia permanece amplamente desconhecida,
inclusive por profissionais de saude. No presente estudo constatou-se que o diagnostico da
doenca foi estabelecido com atraso em uma proporcao significativa de casos, sendo ainda
mais tardio em pacientes do género feminino. Isso poderia, pelo menos a titulo de
especulacdo, ser consequéncia da prevaléncia mais elevada de anemia ferropriva nesse
género, encarada como fato corriqueiro por muitos profissionais de salde e resultando em
prescricdo de sais de ferro para qualquer tipo de anemia. Essa assertiva, entretanto, necessita
de confirmagdo através de estudos bem desenhados e com amostras maiores. No presente
estudo todos os pacientes foram tratados com ferro antes do diagndstico da hemoglobinopatia.

Residir em Salvador, a capital do estado e onde se encontram os centros de referéncia para o
atendimento a doenga falciforme, ndo foi um fator facilitador para o acesso dos pacientes ao
diagnédstico precoce. No grupo de doentes estudados, nos individuos cuja doenca foi
diagnosticada nos primeiros 12 meses de vida houve associacdo significante com AVC,
sequestro esplénico e elevacdo da bilirrubina indireta, achados esses de acordo com a
literatura. Fernandes e cols., abordando mortalidade em pacientes com doenga falciforme em
Minas Gerais, relatou que a sequestracdo esplénica foi responsavel por um terco dos 6bitos,
tendo a maioria ocorrido em criancas com menos de 2 anos de idade™®®. E importante
ressaltar que Minas Gerais foi o primeiro estado brasileiro a incluir na triagem neonatal a
deteccdo de hemoglobinas anormais no ano de 1998. Considerando o atraso no diagndstico,
ocorrido em muitos individuos com doenca falciforme na Bahia, poder-se-ia especular que,
nesse estado brasileiro, pacientes podem ter ido a Gbito por sequestro esplénico, sem que a
doenga tenha sido sequer identificada. Em um estudo recente, realizado com criangas
nigerianas com doenca falciforme, a idade ao diagnéstico variou de 2,5 meses a 14 anos,
sendo que o diagndstico mais precoce esteve associado ao genotipo SS, classe

socioecondmica mais alta e historia de dactilite*®?,

A elevacdo da bilirrubina indireta, secundaria ao processo hemolitico crénico na doenca

faciforme, tem sido reconhecida como fator de risco para o desenvolvimento de calculos
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biliares®*Y. A crescente incidéncia dessa complicacéo clinica a partir dos 5 anos de idade,
chama a atencdo para a necessidade de avaliagdo periddica dos doentes, objetivando o

diagnostico precoce da litiase biliar.

Ohene-Frempong e cols. relatam que aproximadamente 11% dos pacientes com doenca
falciforme desenvolvem AVE clinicamente manifesto antes dos 20 anos de idade, com um
risco maior na primeira década de vida®™?. Na nossa casuistica o0 AVE também foi mais

prevalente até 10 anos de idade, confirmando a literatura.

A aloimunizacdo contra antigenos eritrocitarios, detectada em pouco mais da metade dos
pacientes da etapa inicial do estudo e em 23% dos casos da fase prospectiva, ndo representou
impacto clinico importante nesses 2 grupos de doentes. Nesta casuistica a associacdo da
alossensibilizacdo com o género feminino e o desenvolvimento de autoanticorpos encontram
respaldo na literatura. Ahrens e cols. relataram 8,9% de associa¢do de auto e aloanticorpos
contra antigenos eritrocitarios, ao estudar uma populacdo de 204330 individuos, entre

pacientes e doadores de sangue®3?,

Esses e outros autores tem demonstrado que a
aloimunizacdo eritrocitaria pode estimular simultaneamente a producdo de autoanticorpos
contra antigenos eritrocitarios, sendo sugerido, inclusive, que a transfusdo de hemécias

alogeneicas deve ser considerada um fator de risco para a autoimunizagéo™?.

Nos pacientes estudados na Fundacdo Hemoba a alossensibilizacdo ocorreu mais

prevalentemente em pacientes mais jovens, estando em desacordo com a literatura®®%®.

O fato da paciente mais idosa de todo o grupo de doentes da fase retrospectiva nao ter se
aloimunizado, apesar de severamente politransfundida, explica porque a média de idade dos

N-ALO foi mais elevada.

A ocorréncia de retinopatia e cardiopatia, mais frequentes entre 0s pacientes ndo
aloimunizados, deve ser analisada com reserva, uma vez que apenas metade dos doentes,
aproximadamente, realizou avaliacdo cardioldégica com ecocardiograma e estudo
pormenorizado da retina. Trabalhos cientificos com desenhos apropriados e nimero adequado

de pacientes sdo necessarios para uma melhor abordagem do tema.
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Os mecanismos envolvidos na alossensiblizagdo na doencga falciforme ndo sdo ainda
conhecidos. Entretanto, segundo alguns autores o comprometimento do sistema imune,
especialmente relacionado com a perda precoce da funcdo esplénica, além de fendmenos
relacionados com a inflamacéo, poderiam ser causa de desenvolvimento de aloanticorpos
eritrocitarios®*¥. Quaisquer que sejam os mecanismos envolvidos parece ndo ter havido
repercussdo significativa sobre a evolugdo clinica dos doentes. E importante ressaltar que os
resultados do presente estudo necessitam confirmacdo através de outros trabalhos com

casuisticas maiores e desenho especifico.

O uso de transfusdes de hemécias para tratamento de Ulcera maleolar, conforme verificado no
grupo de doentes estudados, ndo encontra fundamento cientifico para tal. Serjeant e cols.

ressaltam a necessidade de estudos controlados abordando o tema®?.

O fendtipo eritrocitario Duffy negativo e a hemoglobina acima de 8 g/dl foram preditivos para
0 desenvolvimento de osteonecrose na analise multivariada no presente estudo. Os
mecanismos etiopatogénicos dessa complicacdo 6ssea na doenca falciforme ndo sdo ainda
completamente compreendidos, tendo a trombofilia e a diminui¢do da fibrindlise sido
sugeridos como possiveis fatores envolvidos na génese da necrose 6ssea avascular®® 139,
Akyinyoola e cols., comparando pacientes com doenca falciforme com e sem osteonecrose na
Nigéria, encontraram um indice mais elevado de crises dolorosas e hospitalizacGes, além de
tempo de lise de euglobulina mais alto no grupo de doentes com osteonecrose da cabeca
femoral, indicando uma reducdo da atividade fibrinolitica. Adicionalmente sabe-se que a
coagulacdo sanguinea e a fibrindlise desempenham papéis relevantes na inflamacao™”. Ao
antigeno Duffy/DARC tem sido atribuida atuacdo de destaque no processo inflamatério, na
funcdo de receptor de quimiocinas, podendo também atuar como um depurador dessas
substancias dos locais onde haja producdo excessiva, como os sitios de inflamacao®% 39,
Segundo Afenyi-Annan e cols. a falta da expresséo eritrocitaria do antigeno Duffy/DARC esta
associada com dano orgénico na doenca falciforme, particularmente renal, podendo ser, na
opinido desses autores, um potencial biomarcador para o desenvolvimento de lesdo organica
nessa doenca™®. Nebor e cols., todavia, estudando a expressdo do antigeno Duffy/DARC e
niveis de marcadores inflamatorios em pacientes com anemia falciforme, ndo encontraram
associacao entre a expressao eritrocitaria desse antigeno e complicagcbes como osteonecrose,
comprometimento da funcgdo renal, ulcera maleolar e priapismo®®. Nesse mesmo estudo, os

individuos Duffy negativos exibiram leucometrias e contagens de neutrofilos mais baixas,
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qguando comparados com os Duffy positivos. No presente estudo, tanto as leucometrias quanto
as contagens de neutrofilos foram mais elevadas nos individuos Duffy/DARC positivos, em
concordancia com a literatura. Ndo houve, entretanto, diferenca estatistica entre os dois

grupos, podendo ser consequéncia do tamanho da amostra.

Lau e cols., em um modelo murino, demonstraram que injuria de isquemia-reperfusdo em
tecido pulmonar provoca deposicdo de fibrina que, por sua vez, serve como mecanismo de
ativacdo da inflamacao“®®. A autora sugere que impedir a deposicdo de fibrina pode reduzir
esse tipo de lesdo e o processo inflamatdrio. Se achados como esses podem ser extrapolados
para a osteonecrose na doenca falciforme, considerando-se que a injaria de isquemia-
reperfusdo € componente importante da fisiopatogenia da doenca, permanece por ser
esclarecido. Da mesma forma, ndo esta esclarecido o envolvimento ou ndo do antigeno
Duffy/DARC no papel de marcador genético de severidade fenotipica na doenca falciforme.
Desvendar essa questdo exige outros estudos com desenho apropriado e casuisticas maiores, a
fim de propiciar uma melhor abordagem do tema. Se comprovada a relevancia desse antigeno
como determinante de gravidade clinica na doenca, a introducao precoce de Hidroxiureia, por
exemplo, nos individuos sob risco de evolucdo desfavoravel, poderia resultar em melhoria da
qualidade de vida, devido a reducdo dos episddios vasoclusivos, da hemélise e da adesividade
das hemacias falcizadas ao endotélio vascular.

A hemoglobina mais elevada é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
osteonecrose em pacientes com doenca falciforme, tendo os nossos dados confirmado a

literatura®?,

Neste estudo, tomando-se como ponto de partida as complicacGes clinicas apresentadas pelos
pacientes, foi possivel classificar a maioria dos casos em fenotipos clinicos de acordo com o
estabelecido na literatura®®. Entretanto, em 16,5% da amostra estudada os critérios utilizados
ndo permitiram incluir os pacientes em um dos fendtipos descritos. Trata-se de pacientes
oligossintomaticos, sem complica¢fes crénicas, com rarissimos episodios dolorosos ou
mesmo nenhum durante longos periodos de tempo e sem historico transfusional. Esses casos,
classificados neste trabalho como fenotipo clinico indefinido, por falta de uma terminologia
melhor, exemplificam o qudo complexo é classificar clinicamente patologia com tamanha
heterogeneidade, a despeito de todos 0s pacientes apresentarem o mesmo defeito genético. Tal

fato indica, por outro lado, que os fenotipos clinicos em doenca falciforme devem ter
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importantes areas de sobreposi¢cdo. Esse aspecto foi ressaltado por Kato e cols., enfatizando,
entretanto, a utilidade da dicotomizacdo, ao colocar os subfendtipos da doencga falciforme em
um novo contexto®. Ressaltam também esses autores que a alfa talassemia, ao reduzir a
hemolise e melhorar a anemia, pode melhorar ou diminuir a prevaléncia de hipertensao
pulmonar, AVE, ulceras maleolares e priapismo, o que é corroborado por outras
publicacdes® 9. A hemoglobina F, mesmo n&o podendo ser descartada como um fator
modulador dos subfenétipos na doenga falciforme, tem pouco efeito protetor direto contra
essas complicacdes vasculopaticas, associadas com o fen6tipo hemolitico. O contrario pode-
se dizer em relacdo as complicagOes relacionadas com a vasoclusao/hiperviscosidade, em que
a hemoglobina e a hemoglobina fetal mais elevadas tem um efeito protetor. No presente
estudo, tanto a hemoglobina quanto a hemoglobina fetal estiveram mais elevadas no fenétipo
vasoclusivo, com significancia estatistica, estando em concordancia com a literatura®.
Mecabo e cols., estudando 87 pacientes brasileiros com anemia falciforme Duffy-negativos,
encontraram associacio com o fendtipo hemolitico nesses doentes®*®. Houve uma frequéncia
maior de hipertensdo pulmonar e priapismo, associados a niveis igualmente elevados de DHL,
evidenciando significancia estatistica. Alexander e cols. , estudando doenca falciforme na
Jamaica, tentaram reproduzir a classificagdo fenotipica proposta por Ballas, acrescentando-lhe
um terceiro subfenétipo® ). O modelo de 3 subtipos clinicos consistiu em dividir os
pacientes com Ulceras maleolares em 2 grupos, um com menor e outro com maior nimero de
crises dolorosas, dactilite, septicemia/meningite e STA. As diferencas do modelo jamaicano,
comparadas com o de 2 grupos, proposto por Ballas, foram fendtipo
vasoclusdo/hiperviscosidade com VCM discretamente mais baixo e niveis de HbF também
mais baixos**®. Esses autores chamam a atencdo para diferencas geograficas na doenca
falciforme. Nos pacientes jamaicanos as Ulceras maleolares ocorrem em aproximadamente
70% dos casos, uma proporcdo muito mais elevada do que os 5% descritos por Koshy e cols.

nos Estados Unidos da América®®

, € 0S 7,5% na Nigéria, reportados por Durosinmi e
cols.™. No presente trabalho a prevaléncia de Glceras maleolares de 35,8% situa-se em uma

posicdo intermediaria, quando comparada com 0s percentuais mencionados anteriormente.

No presente estudo a proteina-C reativa (PCR), um marcador de inflamacdo sistémica de
baixo grau, foi mais elevada nos pacientes com fenotipo hemolitico. Embora estudos
demonstrem nivel basal aumentado desse marcador na doenca falciforme durante o intervalo
entre crises, periodo em que o paciente encontra-se assintomatico, ndo encontramos dados

consistentes na literatura associando essa elevacao a fendtipos clinicos especificos na doenca.



63

O estudo de Krishnan e cols., abordando pacientes pediatricos, demonstra associa¢do desse
parametro com hospitalizagdes por crises vasoclusivas, juntamente com a leucometria (142).
Em outro estudo, Brittain e cols. encontraram associacdo entre inflamacdo e hemdlise, ao
estudar individuos com doenca falciforme, o que é corroborado por outras publicacges®® 4%,
Considerando-se a patogenia da doenca falciforme, em que hemolise, vasoclusdo, inflamacéo,
ativacdo da coagulacdo e outros fatores exercem papeis extremamente importantes, outros
estudos com desenho e casuistica apropriados sdo necessarios para avaliar a possivel

contribuicdo da proteina-C reativa na definicdo de fenotipos clinicos na doenca.

A distribuicdo dos hapl6tipos ligados ao grupo de genes da globina beta nos pacientes
estudados na Fundacdo Hemoba confirmou dados de estudos anteriores, realizados em
individuos com anemia falciforme da Bahia, onde o haplétipo mais prevalente foi o
BEN/CAR"® ) Tem sido relatado que os 5 haplétipos descritos na literatura (Senegal,
Benin, Bantu ou CAR, Indo-arabico e Camar@es) diferem entre si em relacdo aos niveis de
HbF, um importante modulador genético de severidade clinica da doenca®*® ). No presente
estudo os resultados estdo de acordo com a literatura, tendo sido evidenciado um nivel mais
baixo de HbF associado ao haplotipo CAR-CAR. Entretanto, as manifestacfes clinicas da
doenca ndo diferiram significativamente entre os 3 hapldtipos principais identificados nesses
doentes. Tal fato pode ser consequéncia do tamanho da amostra, insuficiente para detectar
pequenas diferencas nos parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes, quando
comparados os diferentes haplo6tipos.O nivel da HbF é influenciado pelo género, além dos
hapldtipos. Nagel e cols., estudando 122 pacientes com anemia falciforme, reportou HbF mais
elevada em pacientes do género feminino®*®. Os niveis de HbF mais elevados nesse género
obedecem a uma determinacdo genética, segundo alguns autores, com uma heranca ligada ao
cromossomo X" 8 Tem sido proposto que o género feminino, com 2 cromossomos X,
seria homozigoto para esse fator, consequentemente expressando niveis mais elevados de
HbF. No presente estudo tambeém foi constatado aumento da HbF no género feminino,
estando em concordancia com a literatura. Menos morbidade em pacientes com doenca
falciforme esté relacionada com a HbF mais alta, e auséncia de um hapl6tipo CAR ou Bantu
estd aparentemente associada a resposta mais favoravel a hidroxiureia**®. Entretanto, os
mecanismos e possiveis polimorfismos que conduzem a determinacdo genetica da producédo

da hemogobina F permanecem por ser esclarecidos.



64

A talassemia alfa apresenta prevaléncia elevada na populacéo afro-descendente brasileira™®
e frequéncias diferentes de acordo com o grupo populacional estudado®®.

Borges e cols., avaliando individuos brasileiros com hipocromia e microcitose sem anemia,
encontraram 49,9% de talassemia alfa, sendo 42,8% heterozigotos para mutagdo —o>’ kb®®%,
No grupo de pacientes estudados na Fundagdo Hemoba os individuos com talassemia alfa-2
delecdo de 3.7kb apresentaram hemoglobina mais alta e VCM mais baixo, em concordancia
com a literatura. Devido a hemoglobina mais elevada, esses pacientes costumam cursar com
frequéncia maior de crises dolorosas, assim como de osteonecrose e retinopatia™. Na nossa
casuistica os pacientes com e sem talassemia alfa ndo evoluiram de forma significativamente
diferente uns dos outros no que se referiu a frequéncia de crises dolorosas. Entretanto, a
osteonecrose acometeu mais frequentemente os pacientes com talassemia alfa, tendendo a
significancia estatistica (p=0,055). Esse dado concorda com a literatura, uma vez que a
necrose Gssea na doenga falciforme tem sido relacionada com talassemia alfa, sendo até o
momento a Unica mutagdo consistentemente associada com osteonecrose em pacientes com

gendtipo SS°2.
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IX CONCLUSOES

A aloimunizacédo eritrocitaria ndo impactou de forma significativa a evolucdo clinica de

pacientes com doenca falciforme, porém esté associada a género feminino e autoimunizagéo.

O diagndstico tardio da doenca falciforme é frequente em nosso meio, ocorrendo mais
prevalentemente no inicio da adolescéncia, tendo havido associagdo com AVE, sequestro

esplénico e elevacédo da bilirrubinemia indireta.

No grupo de pacientes estudados a negatividade para o antigeno eritrocitario Duffy e a
hemoglobina acima de 8,0 g/dl foram preditivas para o desenvolvimento de osteonecrose em

pacientes com anemia falciforme.

No presente estudo houve uma leve predominancia do  subfenotipo
vasoclusao/hiperviscosidade. Vale ressaltar, entretanto, que em um quantitativo importante de
casos a evolucdo clinica, acentuadamente benigna, ndo permitiu a classificacdo dos pacientes

em um dos dois fendtipos clinicos aceitos na literatura.

Neste estudo ndo foi identificada uma influéncia significativa dos hapl6tipos ligados ao grupo
de genes da globina beta sobre o quadro clinico dos doentes. Os diferentes niveis da
hemoglobina e da hemoglobina fetal, evidenciados entre os haplétipos, ndo se traduziram em

diferencas relevantes na evolucao clinica dos pacientes.

A talassemia o-2 delecdo de 3.7kb ocorreu em parcela significativa dos pacientes deste

estudo, evidenciando tendéncia a associagdo com a osteonecrose.
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X LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Na etapa prospectiva do estudo pode ter havido tempo insuficiente de observagdo, ndo sendo
possivel afastar a possibilidade de que alguma complicacdo clinica menos severa possa ter

ocorrido sem ter sido observada.

Trata-se de uma amostra de conveniéncia, de um servico de referéncia, que pode néo
representar inteiramente uma parcela da populacdo de doentes do estado da Bahia, sem acesso

até o momento a assisténcia multidisciplinar que a doenca falciforme exige.

Complicagdes clinicas como a hipertensdo pulmonar e a retinopatia ndo puderam ser
avaliadas neste estudo. E necessario equacionar a questdo referente ao acesso dos pacientes
aos servicos de saude para a realizacdo dos exames especializados, mormente 0s provenientes

de cidades do interior.

Estudos de coorte de pacientes com doenca falciforme, diagnosticados na triagem neonatal, sdo

necessarios para a determinacéo de fen6tipos clinicos na populacéo de doentes em nosso meio.

A fenotipagem eritrocitaria estendida no momento do diagnéstico em pacientes com doenca
falciforme se justifica na Bahia, considerando-se a prevaléncia elevada da doenca e a esperada
expectativa de vida mais longa nesses casos, uma vez que haja melhora no acesso dos doentes

ao cuidado multiprofissional adequado.

Considerando-se o caréater inflamatério da doenca falciforme, estudos sobre a influéncia do
antigeno Duffy na determinacdo de fenotipos clinicos na doenca sdo justificados, sendo
necessarios estudos prospectivos com desenho especifico e com ndmero adequado de

pacientes.
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XI ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease (SCD) is highly prevalent in Bahia and delayed diagnosis of
the disease is frequent. SCD is characterized by hemoglobin S, which polymerizes inside red
blood cells. It causes small vessels occlusion and chronic hemolysis. SCD depict a multitude
of clinical features and effects of chronic hemolysis or vaso-occlusion/hyperviscosity
predominate in most of SCD clinical manifestations. Red blood cells (RBC) transfusions are
important tools in SCD and may be necessary in many acute or chronic complications of the
disease. Allosensitization can result from RBC transfusions and alloantibodies against RBC
antigens may be a risk for the patient and decrease transfusions efficacy. The Duffy blood
group antigen is a chemokine receptor and may be cause of transfusion reactions as well.
These antigens might be a possible clinical phenotype marker in SCD. Other genetic markers
of clinical diversity as B°*-linked haplotypes and a-thalassemia are recognized as important in
SCD. Objectives: to evaluate the role of alloimmunization, late diagnosis, Duffy blood group
antigens phenotype, B*>-linked haplotypes and a-thalassemia on SCD clinical picture; to know
the hemolytic and vaso-occlusion/hyperviscosity phenotypes distribution in SCD in Bahia.
Methods: the study was developed in 2 phases: in the first one, retrospective, clinical records
of 105 SS and 3 SC adult transfused patients were reviewed in order to evaluate clinical,
laboratory, and immunohematologic profiles. The second phase was prospective, where 109
SS over 12 years of age steady-state patients were followed from November, 2008 through
December, 2010. Results: in the first phase 56 patients developed allosensitization (ALO)
(51.8%), associated with lower age (p=0.041), feminine gender (p=0.033), and
autoimmunization (0.0001). The main transfusion indications were symptomatic anemia (73%
ALO, 44.4% N-ALO), leg ulcer (13.5% ALO and 13.3% N-ALO), and severe painful crisis
(13.5% ALO, 8.9% N-ALO). First transfusion occurred before 10 years of age in 45.4% of
cases. Most prevalent alloantibodies were anti-E, anti-K, and anti-C (39.3%, 21.4%, 16.1%,
respectively). Just a few autoimmunized patients needed immunosuppression. In the
prospective phase mean age at diagnosis was 12.7+11.9, being even later in feminine gender
(15.9+12.1, p=0.005). Negative Duffy phenotype (p=0.002, OR=7.560, 1C=2.064-27.690) and
hemoglobin above 8.0 g/dL (p=0.017, OR=4.618, 1C=1.313-16.245) were predictive for
osteonecrosis development. BEN/CAR, CAR/CAR and BEN/BEN haplotypes were the most
prevalent (51.2%, 23.5%, and 20.6%, respectively). Hemoglobin and fetal hemoglobin were
lower in CAR/CAR (p=0.043 e 0.042, respectively). Alpha thalassemia occurred in 29.5% of
78 patients and only osteonecrosis was frequent in patients with that mutation (p=0.055). The
most frequent clinical phenotype was vasocclusion/hyperviscosity (44.9% of cases) and
hemolytic phenotype was present in 38.5% of patients. In 16.5% of patients we were not able
to classify them phenotypically .These were patients with a very mild disease. Conclusions:
allosensitization did not represent an important clinical impact on SCD; late diagnosis was
frequent among SCD patients, mostly during early adolescence, and there was an association
of delayed diagnosis with stroke, splenic sequestration crisis and increased non-conjugated
bilirubin;vaso-occlusion/hyperviscosity phenotype predominated over hemolytic phenotype;
the p°-globin linked haplotypes did not represent a significant influence on SCD patients; o-
thalassemia depicted a tendency to an association with osteonecrosis; negative Duffy
phenotype and hemoglobin over 8.0 g/dl were predictive for osteonecrosis development.

Key words: sickle cell Anemia, delayed diagnosis, alloantibodies, phenotype, blood groups
antigens.
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X111 APENDICE

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar do Projeto de Pesquisa " ESTUDO DO PERFIL
CLINICO E MOLECULAR EM PACIENTES ADULTOS COM DOENCA FALCIFORME
ACOMPANHADOS EM UM CENTRO DE REFERENCIA DE SALVADOR, BAHIA ",
Essa pesquisa sera realizada no ambulatério da FUNDACAO HEMOBA, onde estfo
matriculados mais de 2000 (dois mil) pacientes com essa doenca, e sera coordenada pela Dra.
ANGELA MARIA DIAS ZANETTE.

Na Bahia, de cada 650 criancas que nascem, uma tem doenca falciforme, como demonstra o
Teste do Pezinho, realizado pela APAE. 1sso nos mostra que essa doenca € um problema de
salide publica aqui no nosso meio, e por isso necessitamos estuda-la bem.

Pretendemos, com essa pesquisa, conhecer melhor como se comporta a doenca, as suas
principais complicac@es, por que 0s pacientes apresentam quadros clinicos tdo diferentes uns
dos outros, apesar de terem a mesma doenca.

Se vocé concordar em participar da pesquisa, serd coletada uma amostra de 20 ml do seu
sangue, com todos os cuidados de higiene necessarios, por profissionais experientes na coleta
de sangue. Isso ndo causara nenhum prejuizo a sua salde e o desconforto € 0 mesmo de uma
coleta normal de sangue, de quando vocé faz exames solicitados pelo seu médico. O sangue
coletado sera conservado de acordo com as normas de armazenamento e utilizacdo de material
bioldgico humano no &mbito de projetos de pesquisa,conforme especificado na Resolug&o n°
347, de 13 de janeiro de 2005, Conselho Nacional de Saude . No caso de haver novo projeto
de pesquisa a ser desenvolvido com o mesmo material, 0 projeto devera ser submetido a
aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa.

As informacBes obtidas através desse projeto de pesquisa serdo utilizadas apenas com
finalidades cientificas, como a publicacdo em revistas especializadas, e vocé ndo podera sob
nenhuma forma, ser identificado.

Vocé podera retirar o seu consentimento em participar da pesquisa a qualquer momento, sem
nenhum prejuizo para o seu atendimento normal na Fundagdo Hemoba. Nesse caso, 0s seus
dados serdo retirados do estudo.

Pela sua participacdo neste estudo vocé nao receberd nenhum tipo de pagamento. A sua
participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de duvida quanto aos seus
direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Bahiana para o
Desenvolvimento das Ciéncias (FBDC).

Endereco: Av. D. Jodo VI, 274 — Brotas — Salvador BA. CEP: 40290-000.



Vocé também podera contactar a Dra. ANGELA MARIA DIAS ZANETTE
pelo telefone (71) 3116 5675.

Nome do paciente

Assinatura do Paciente
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Endereco

Telefone

Assinatura da pesquisadora:

Data:

CPF da pesquisadora




APENDICE B - COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

b
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g ! ,2,.“ / FUNDAGAO BAHIANA PARA DESENVOLVIMENTO DAS CIENCIAS
55 Pundato Babiaan ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA
| para Desenvolyimento
N a8 Citncias

CEP-COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OFICIO N. 142/2007

Salvador, 30 de agosto de 2007.

Senhora Professora,

Passo As suas mios o teor do Parecer n® 47/2007 do CEP-Comité de Etica em Pesquisa da
FBDC-Fundagio Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias, referente ao Protocolo de
Pesquisa intitulado: “Estudo do perfil clinico e molecular em pacientes com doenga
falciforme acompanhados em um centro de referéncia de Salvador-Bahia”.

O supracitado Protocolo de Pesquisa foi julgado ¢ APROVADO, na Reunido Plenéria do
CEP-FBDC, no dia 29.08.2007.

O CEP-Comité de Etica em Pesquisa devera receber, trimestralmente, relatério com o
andamento da pesquisa. O nfio atendimento a este item, incorrerd no arquivamento do

Protocolo.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Luciola
Coordenadora do CERAFBDC.

Ilma. Sra.

PROF* ANGELA MARIA DIAS ZANETTE
Alameda dos Umbuzeiros, 510 — Caminho das Arvores
CEP.41.820-680 — Salvador-Bahia
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APENDICE C - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS DA FASE
RETROSPECTIVA DO ESTUDO

NOME COMPLETO:

REGISTRO HEMOBA:

IDADE: DIAGNOSTICO: SS () SC ()

IDADE AO DIAGNOSTICO: DATA DE NASCIMENTO:
PROCEDENCIA: Salvador () Reg. Metropolitana () Interior () Outro Estado ()
PROFISSAO:

JA INTERNOU ALGUMA VEZ ? SIM () NAO ()

N’ DE INTERNACOES NOS ULTIMOS 12 MESES:

CAUSA DAS INTERNAGOES: Crise dolorosa () ITU () Cirurgia () Sepsis () ITR () STA () Parto () AVC (
) Seq.Esplénico () Seq.Hepatico () IRC () Insuf.Cardiaca ( ) Anemia () Ulcera maleolar () Complic. Gestagéo
() Priapismo () Hipertensdo pulmonar ()

Outra ()

JA USOU SANGUE FORA DO HEMOBA ? SIM () NAO ()

NUMERO TOTAL DE TRANSFUSOES RECEBIDAS:

INDICACAO DAS TRANSFUSOES: Crise dolorosa () ITU () Cirurgia () Sepsis ()

ITR () STA () Parto () AVC () Seq.Esplénico () Seq.Hepatico () IRC () Insuf.Cardiaca ( ) Anemia () Ulcera
maleolar () Complic. Gestacdo () Hipert. pulmonar (') Priapismo ()

Outra ()

JA TEVE REACAO TRANSFUSIONAL ? SIM () NAO () Sem dados no prontuério ()

TIPO DE REACAO TRANSFUSIONAL: Febre () Calafrios () Alterag cor da urina ()
Dor lombar () Urticaria () Dor 6ssea () Cefaléia () Mal estar () Dispnéia () Outra ()

IDADE NA MENARCA: NUMERO DE GESTACOES:

IDADE NA PRIMEIRA GESTACAO: FEZ PRE-NATAL ? SIM () NAO ()

EVOLUCAO DA PRIMEIRA GESTACAO: 9 meses,feto vivo () 9 meses,feto morto ()
morte neonatal () parto prematuro,feto vivo () parto prematuro,feto morto ()

aborto, até 3 meses () aborto, 4 a 6 meses () baixo peso ao nascer ()
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EVOLUCAO DA SEGUNDA GESTACAO: 9 meses,feto vivo () 9 meses,feto morto ()
morte neonatal () parto prematuro,feto vivo () parto prematuro,feto morto ()

aborto, até 3 meses () aborto, 4 a 6 meses () baixo peso ao nascer ()
EVOLUCAO DA TERCEIRA GESTACAO: 9 meses,feto vivo () 9 meses,feto morto ()

morte neonatal () parto prematuro,feto vivo (') parto prematuro,feto morto ()

aborto, até 3 meses () aborto, 4 a 6 meses () baixo peso ao nascer ()

OUTRAS GESTACOES

COMPLICAGCOES DAS GESTACOES: Nao () pré-eclampsia () eclampsia () convulsdes ( ) crise dolorosa ()
ITU () ITR () Meningite () STA () Infeccdo puerperal () Outra ()
Restricdo do crescimento uterino () Insuficiéncia placentéria ()

TIPO DE PARTO: N° partos vaginais: N° ceséreas:

USO DE CONTRACEPTIVOS HORMONAIS: Né&o () Oral () IM mensal () IM trimestral () Sem dados no

prontuario ()

JA TEVE PRIAPISMO ? SIM () NAO () CRISE ALGICA: SIM () NAO ()

N° CRISES DOLOROSAS ULTIMOS 12 MESES:

ULCERA DE PERNA: SIM () NAO ()

TEMPO DE CICATRIZACAO DA ULCERA: menos de 6 meses () de 6 meses a 1 ano ()

entre 1 e 2anos () de 2 a5 anos () mais de 5 anos ()

USO DE MEDICAMENTOS: &cido folico (') Hidroxiureia (') Penicilina () Desferoxamina()
OUTROS:

CARDIOPATIA: NAO () SIM () TIPO DE CARDIOPATIA:

COOMBS DIRETO: Negativo () Positivo () PAI: Negativo () Positivo ()

ALOANTICORPO: ANTI-D () ANTI-c () ANTI-C () ANTI-E () ANTI-e () ANTI-K () ANTI-Le® () ANTI-
Le® () ANTI-Jk* () ANTI-JK" () ANTI-Fy? () ANTI-Fy” ()
OUTRO
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HAPLOTIPO GLOBINA BETA:

TALASSEMIA ALFA: NAO () SIM () HOMOZIGOTO () HETEROZIGOTO () COLELITIASE: SIM () NAO
()

COMPLICACOES OSSEAS: NAO () OSTEONECROSE ( ) OSTEOMIELITE () INFARTO OSSEO ()
LOCAL

AVE: SIM () NAO () HIPERTRANSFUSAO: SIM () NAO ()

SINDROME TORACICA AGUDA: SIM () NAO ()

FENOTIPO ERITROCITARIO:

SOROLOGIA: NEGATIVA () HIV + () LUES + () VHC+ () VHB+ ()
CHAGAS+ () HTLV+ ()

MICROALBUMINURIA: SIM () NAO ()

RETINOPATIA: SIM () NAO ()

HIPERTENSAO PULMONAR: SIM () NAO ()

HB: LEUCO: NEUTROFILOS RETICULOC.
PLAQUETAS TGO TGP GGT UREIA
CREATININA FERRITINA ALBUMINA GLOBULINAS
BILIRRUBINA TOTAL DIRETA INDIRETA

FOSF. ALCALINA ACIDO URICO CLEAR. DA CREATININA

LDH HB FETAL
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APENDICE D - QUESTIONARIO APLICADO AOS PACIENTES DA FASE
PROSPECTIVA DO ESTUDO

Nome completo do paciente:

Registro Hemoba: Sexo: F ()M ()
Idade: Diagndstico:
Idade no diagnostico: Procedéncia:

Data de nascimento:

Ocupacéo:

Contato com agrotdxicos: Sim () Néo ()

Internacdo: Sim () N&o () Se sim, quantas vezes:
Se sim, qual a(s) causa(s) do(s) internamento (s)?

Pneumonia () Infeccdo urinaria (') Cirurgia () Septicemia (') Crise dolorosa () Meningite () Parto ()
AVC (') Sequestro esplénico ( ) Sequestro hepatico () Dactilite () STA () IRC () Insuf. Cardiaca ()
Anemia severa () Ulcera de perna () Complicacdo de gestagéo ()

Outra:

Transfusdo de hemécias: Nao () Sim () N° de transfusdes:

Indicagdo da(s) Transfusdo(Bes): Crise de dor () Infeccdo () Ulcera de perna () Dor torécica ()
Anemia severa () Priapismo () IRC () Insuf. Cardiaca () Gestagéo (') Cirurgia () AVC () Sequestro
esplénico ou hepatico () Hipertensao pulmonar () Outra ()

Qual?

Recebeu transfusdes fora do Hemoba ? Sim () N&o ()
Se sim, quantas: Onde?

Reacéo

as transfusdes ? Sim () Nao () Se sim, de que tipo?

Febre e calafrios (') Urticéria () Alteracdo da cor da urina ()

Dor lombar () Dor nos 0ssos () Cefaléia () Mal estar () Dispnéia ()
Outra:

Se sim, a reacdo foi durante a transfusdo ou depois ? Durante () Depois ()

Idade na menarca:

Gestacdo: Sim () N&o () Se sim, quantas:

Idade na primeira gestacéo:

Fez prenatal? Sim, em todas () Nao em todas () Nenhuma gestacgéo ()

Evolucgéo da gestagcdo? 9 meses com feto vivo () Parto prematuro com feto vivo ()
9 meses com feto morto () Parto prematuro com feto morto ()
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Morte nos primeiros 28 dias de vida ()

Abortamento nos primeiros 3 meses () Abortamento no segundo trimestre ()
Outra

Outra complicacdo na (s) gestacéo (Ges) ?

Pré-eclampsia () Eclampsia () Convulses () Crise dolorosa ()

ITU () Pneumonia () Meningite () STA () Outra
Parto em casa () Parto hospitalar () Tipo(s) de parto (s): Vaginal eutdcico( ) Vaginal com forceps ()
Cesarea () Infeccao pds parto? Sim () Néo ()

Uso de contraceptivos hormonais: Sim () Néo ()

Tipo de contraceptivo: Oral () Injetavel mensal () Injetavel trimestral ()
Qual?

Menopausa: Sim () Néo (') Priapismo: Nao () Sim ()
Ulcera de perna? Sim () N&o () Se sim, quantas ho momento:

Tempo médio de cicatrizacdo das Ulceras:
Menos de 6 meses () Entre 6 meses e 1 ano () Entre 1 e 2 anos () Entre 2 e 3 anos () Entre 3 e 5 anos
() Entre 5 e 10 anos () Mais de 10 anos ()

Uso atual de medicacao: Sim () Néo ()
Se sim, qual ? Acido folico () Hidroxiurea () Diclofenaco () Nimesulida () Tylex () Paracetamol ()
Dipirona (') Outra:

Medicacgdo usada em domicilio para dor: dipirona () paracetamol () diclofenaco () morfina () tylex (
) tramal () nimesulida () ibuprofeno () ndo sabe (') nenhum (')

Histdria de uso de dolantina ?: Sim () Néo ()
Data do preenchimento:

Preenchido por:

Assinatura do (a) entrevistador (a):
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X1V ANEXOS

ANEXO A - PORTARIA GM/MS N.° 822/GM EM 06 DE JUNHO DE 2001

O Ministro de Estado da Saude no uso de suas atribuicdes legais, Considerando o disposto no inciso
Il do Artigo 10 da Lei n° 8069, de 13 de julho de 1990, que estabelece a obrigatoriedade de que os
hospitais e demais estabelecimentos de atencdo a saude de gestantes, publicos e particulares, procedam
a exames visando o diagnostico e terapéutica de anormalidades no metabolismo do recém-nascido,
bem como prestar orientacéo aos pais;

Considerando a necessidade de definir, claramente, a que exames para detec¢do de anormalidades no
metabolismo do recém-nascido se refere o texto legal supramencionado, com o propésito de, ao
nomina-los, permitir o desenvolvimento de uma politica mais adequada de controle e avaliacdo sobre o
processo e de garantir que os exames sejam efetivamente realizados;

Considerando a Portaria GM/MS n® 22, de 15 de janeiro de 1992, que trata do Programa de
Diagnostico Precoce do Hipotireoidismo Congénito e Fenilcetondria;

Considerando a necessidade de ampliar o acesso a Triagem Neonatal no Pais e buscar a cobertura de
100% dos recém-nascidos vivos, cumprindo assim os principios de equidade, universalidade e
integralidade que devem pautar as agdes de saude;

Considerando a necessidade de definir e ampliar a gama de doengas congénitas a serem,
prioritariamente, incluidas na Triagem Neonatal no Pais e que isso seja feito dentro de rigorosos
critérios técnicos que levem em conta, entre outros aspectos, a sua frequéncia na populacéo,
possibilidade de tratamento e beneficios gerados a satde publica;

Considerando a diversidade das doencas existentes e a necessidade de definir critérios de eleicdo
daguelas que devam ser inseridas num programa de triagem neonatal de caracteristicas nacionais,
como o fato de ndo apresentarem manifestacdes clinicas precoces, permitirem a deteccdo precoce por
meio de testes seguros e confidveis, serem ameniziveis mediante tratamento, serem passiveis de
administracdo em programas com logistica definida de acompanhamento dos casos — da deteccéo
precoce, diagnostico definitivo, acompanhamento clinico e tratamento e, por fim, terem uma relagdo
custo-beneficio economicamente viavel e socialmente aceitavel;

Considerando a necessidade de complementar as medidas ja adotadas pelo Ministério da Satde no
sentido de uniformizar o atendimento, incrementar o custeio e estimular, em parceria com o0s estados,
Distrito Federal e municipios, a implantacdo de um Programa Nacional de Triagem Neonatal;

Considerando a necessidade de prosseguir e incrementar as politicas de estimulo e aprimoramento da
Triagem Neonatal no Brasil e de adotar medidas que possibilitem o avanco de sua organizacgao e
regulacdo e que isso tenha por base a implantacdo de Servicos de Referéncia em Triagem Neonatal /
Acompanhamento e Tratamento de Doengas Congénitas;

Considerando que estes Servigos devem ser implantados e se constituir em instrumentos ordenadores e
orientadores da atencdo a saude e estabelecer ag¢des que integrem todos os niveis desta assisténcia,
definam mecanismos de regulagéo e criem os fluxos de referéncia e contra-referéncia que garantam o
adequado atendimento, integral e integrado, ao recém-nascido, e

Considerando a necessidade de ampliar as medidas e os esfor¢os para que se criem 0s meios capazes
de produzir a reducdo da morbi-mortalidadade relacionadas as patologias congénitas no Brasil,
resolve:

Art. 1° Instituir, no ambito do Sistema Unico de Saude, o Programa Nacional de Triagem Neonatal /
PNTN.
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§ 1° O Programa ora instituido deve ser executado de forma articulada pelo Ministério da Salde e
pelas Secretarias de Salde dos estados, Distrito Federal e municipios e tem por objetivo o
desenvolvimento de a¢des de triagem neonatal em fase pré-sintomatica, acompanhamento e tratamento
das doencas congénitas detectadas inseridas no Programa em todos 0s nascidos-vivos, promovendo o
acesso, o incremento da qualidade e da capacidade instalada dos laboratérios especializados e servigos
de atendimento, bem como organizar e regular o conjunto destas acdes de salde;

§ 2° O Programa Nacional de Triagem Neonatal se ocupara da triagem com deteccdo dos casos
suspeitos, confirmagdo diagnostica, acompanhamento e tratamento dos casos identificados nas
seguintes doencas congénitas, de acordo com a respectiva Fase de Implantacdo do Programa:

a - Fenilcetondria;

b - Hipotireoidismo Congénito;

¢ - Doencas Falciformes e outras Hemoglobinopatias;
d - Fibrose Cistica.

§ 3° Em virtude dos diferentes niveis de organizacao das redes assistenciais existentes nos estados e no
Distrito Federal, da variacdo percentual de cobertura dos nascidos-vivos da atual triagem neonatal e da
diversidade das caracteristicas populacionais existentes no Pais, o Programa Nacional de Triagem
Neonatal sera implantado em fases, estabelecidas neste ato.

Art. 2° Estabelecer as seguintes Fases de Implantagdo do Programa Nacional de Triagem Neonatal:
- Fase | - Fenilcetondria e Hipotireoidismo Congénito

Compreende a realizacdo de triagem neonatal para fenilcetonuria e hipotireoidismo congénito, com a
deteccdo dos casos suspeitos, confirmacdo diagndstica, acompanhamento e tratamento dos casos
identificados. Os estados e o Distrito Federal deverdo garantir a execugdo de todas as etapas do
processo, devendo, para tanto, organizar uma Rede de Coleta de material para exame (envolvendo 0s
municipios) e organizar/cadastrar 0(s) Servico(s) Tipo | de Referéncia em Triagem
Neonatal/Acompanhamento e Tratamento de Doengas Congénitas que garantam a realizacdo da
triagem, a confirmagdo diagnostica e ainda o adequado acompanhamento e tratamento dos pacientes
triados;

- Fase 1l - Fenilcetonuria e Hipotireoidismo Congénito + Doencas Falciformes e outras
Hemoglobinopatias

Compreende a realizacdo de triagem neonatal para fenilcetondria, hipotireoidismo congénito, doengas
falciformes e outras hemoglobinopatias, com a deteccdo dos casos suspeitos, confirmacao diagnostica,
acompanhamento e tratamentos dos casos identificados. Os estados e o Distrito Federal deverdo
garantir a execugdo de todas as etapas do processo, devendo, para tanto, utilizar a rede de coleta
organizada/definida na Fase | e organizar/cadastrar o(s) Servico(s) Tipo Il de Referéncia em Triagem
Neonatal/Acompanhamento e Tratamento de Doengas Congénitas que garantam a realizacdo da
triagem, a confirmagdo diagnostica e ainda o adequado acompanhamento e tratamento dos pacientes
triados;

- Fase Il - Fenilcetonaria, Hipotireoidismo Congénito, Doencas Falciformes e outras
Hemoglobinopatias + Fibrose Cistica

Compreende a realizacdo de triagem neonatal para fenicetondria, hipotireoidismo congénito, doencas
falciformes, outras hemoglobinopatias e fibrose cistica com a deteccdo dos casos suspeitos,
confirmacgdo diagndstica, acompanhamento e tratamento dos casos identificados. Os estados e o
Distrito Federal deverdo garantir a execucdo de todas as etapas do processo, devendo, para tanto,
utilizar a rede de coleta organizada na Fase | e organizar/cadastrar o(s) Servico(s) Tipo Il de
Referéncia em Triagem Neonatal/Acompanhamento e Tratamento de Doencas Congénitas que
garantam a realizagdo da triagem, a confirmacdo diagndstica e ainda o adequado acompanhamento e
tratamento dos pacientes triados.
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Art. 3° Estabelecer, na forma do Anexo | desta Portaria e em conformidade com as respectivas
condicBes de gestdo e a divisdo de responsabilidades definida na Norma Operacional de Assisténcia a
Salde — NOAS-SUS 01/2001, as competéncias e atribuicBes relativas a implantacdo/gestdo do
Programa Nacional de Triagem Neonatal de cada nivel de gest&o do Sistema Unico de Satde.

Art. 4° Estabelecer, na forma do Anexo Il desta Portaria, os critérios/exigéncias a serem cumpridas
pelos estados e pelo Distrito Federal para habilitacdo nas Fases de Implantacdo do Programa Nacional
de Triagem Neonatal definidas no Artigo 2° desta Portaria.

Art. 5° Determinar as Secretarias de Saude dos estados, Distrito Federal e dos municipios, de acordo
com seu nivel de responsabilidade no Programa, que organizem Redes Estaduais de Triagem Neonatal
que serdo integradas por:

a - Postos de Coleta;

b - Servicos de Referéncia em Triagem Neonatal/ Acompanhamento e Tratamento de Doencas
Congénitas Tipo I, Il ou IlI;

§ 1° Compete aos municipios a organizacdo/estruturacdo/ cadastramento de tantos postos de coleta
quantos forem necessarios para a adequada cobertura e acesso de suas respectivas populagées, sendo
obrigatoria a implantacdo de pelo menos 01 (um) Posto de Coleta por municipio (municipios em que
ocorram partos), em conformidade com o estabelecido no Anexo |1l desta Portaria;

8 2° Compete aos estados e ao Distrito Federal a organizagdo das Redes Estaduais de Triagem
Neonatal, designando um Coordenador Estadual do Programa Nacional de Triagem Neonatal,
articulando os Postos de Coleta Municipais com o(s) Servico(s) de Referéncia, os fluxos de exames, a
referéncia e contra-referéncia dos pacientes triados;

8§ 3° Compete, ainda, aos estados e ao Distrito Federal a organizacdo/estruturagao/cadastramento de
Servigo(s) de Referéncia em Triagem Neonatal/Acompanhamento e Tratamento de Doencas
Congénitas, de acordo com a Fase de implantacdo do Programa, respectivamente de Tipo I, 1l ou IlI,
que estejam aptos a realizar a triagem, a confirmacdo diagnostica, 0 acompanhamento e tratamento das
doencas triadas na Fase de Implantacdo do Programa em que o estado estiver, em conformidade com o
estabelecido no Anexo Il desta Portaria, sendo obrigatéria a implantagdo de pelo menos 01 (um)
Servigo de Referéncia por estado no tipo adequado a sua Fase de Implantagdo do Programa.

Art. 6° Aprovar, na forma do Anexo Il desta Portaria, as Normas de Funcionamento e Cadastramento
de Postos de Coleta e de Servigos de Referéncia em Triagem Neonatal/Acompanhamento e
Tratamento de Doencas Congeénitas.

Art. 7° Estabelecer que os estados e o Distrito Federal, para que possam executar as atividades
previstas no Programa Nacional de Triagem Neonatal, deverdo se habilitar, pelo menos, na Fase | de
Implantacdo do Programa, até o Gltimo dia Gtil da competéncia agosto/2001.

Art. 8° Excluir, da Tabela do Sistema de InformacGes Ambulatoriais - SIA/SUS, a contar da
competéncia setembro/2001, o procedimento de codigo 11.052.11-2 — Teste de Triagem Neonatal
(TSH e Fenilalanina).

Art. 9° Incluir, na Tabela do Sistema de InformacGes Ambulatoriais - SIA/SUS, a contar da
competéncia setembro/2001, os seguintes procedimentos:

CODIGO PROCEDIMENTO VALOR R$

07.051.03-4 Coleta de Sangue para Triagem Neonatal 0,50

11.201.01-0 Dosagem de Fenilalanina e TSH (ou T4) 11,00

11.202.01-7 Dosagem de Fenilalanina e TSH (ou T4) e Detecc¢do de Variantes de 19,00
Hemoglobina

11.203.01.3 Dosagem de Tripsina Imunorreativa 5,00
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11.211.01-6 Dosagem de Fenilalanina (controle / diagnéstico tardio) 5,00
11.211.02-4 Dosagem de TSH e T4 livre (controle / diagndstico tardio) 12,00
11.211.03-2 Detecgdo de Variantes da Hemoglobina (diagndstico tardio) 8,00
11.211.04-0 Detecgdo Molecular de Mutagdo das Hemoglobinopatias (confirmatorio) 60,00
11.211.05-9 Detecgdo Molecular para Fibrose Cistica (confirmatorio) 60,00
38.071.01-0 Acompanhamento em SRTN a Pacientes com Diagnoéstico de Fenilcetondria 25,00

38.071.02-9 Acompanhamento em SRTN a Pacientes com Diagnostico de Hipotireoidismo | 25,00
Congénito

38.071.03-7 Acompanhamento em SRTN a Pacientes com Diagndstico de Doencas 25,00
Falciformes e Outras Hemoglobinopatias

38.071.04-5 Acompanhamento em SRTN a Pacientes com Diagnoéstico de Fibrose Cistica 25,00

8 1° A Secretaria de Assisténcia a Saude/SAS definira, em ato préprio, os servigos/classificacdo a
que estardo vinculados os procedimentos ora incluidos, suas compatibilidades, instruc@es de
realizacdo e cobranga bem como outras orientacdes necessarias a sua plena implementacao;

8 2° Os procedimentos ora incluidos somente poderdo ser realizados/cobrados por aqueles
servicos habilitados para tal, de acordo com a Fase de Implantagdo do Programa em que o estado
estiver, em conformidade com as normas complementares a esta Portaria a serem publicadas em
ato da Secretaria de Assisténcia a Salude/SAS.

Art. 10 Definir recursos financeiros a serem destinados ao financiamento das atividades
estabelecidas nesta Portaria no montante de R$ 35.000.000,00 (trinta e cinco milhdes de reais),
sendo que destes, R$ 11.000.000,00 (onze milhdes de reais) correspondem a recursos adicionais
aos atualmente despendidos na Triagem Neonatal.

8§ 1° Os recursos adicionais de que trata o caput deste Artigo serdo disponibilizados pelo Fundo de
Ac0es Estratégicas e Compensacdo — FAEC, sendo que sua incorporagao aos tetos financeiros dos
estados ocorrera na medida em que estes se habilitarem nas respectivas Fases de Implanta¢do do
Programa Nacional de Triagem Neonatal, em conformidade com o estabelecido nesta Portaria.

§ 2° Os recursos orcamentarios de que trata esta Portaria correrdo por conta do orgamento do
Ministério da Saude, devendo onerar os Programas de Trabalho:

10.302.0023.4306 — Atendimento Ambulatorial, Emergencial e Hospitalar em regime de Gestéo
Plena do Sistema Unico de Sadde — SUS;

10.302.0023.4307 — Atendimento Ambulatorial, Emergencial e Hospitalar prestado pela Rede
Cadastrada no Sistema Unico de Saude — SUS.

Art. 11 Determinar que a Secretaria de Assisténcia a Saude elabore e publique o Manual de
Normas Técnicas e Rotinas Operacionais do Programa Nacional de Triagem Neonatal e adote as
demais medidas necessarias ao fiel cumprimento do disposto nesta Portaria, definindo, se for o
caso, a inclusédo/alteracdo de procedimentos/medicamentos nas Tabelas do SIA/SUS e SIH/SUS,
pertinentes a adequada assisténcia aos pacientes, determinacdo extensiva as disposi¢des
constantes deste ato.

Art. 12 Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacdo, com efeitos financeiros a contar da
competéncia setembro/2001.

JOSE SERRA
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ANEXO B - PORTARIA No 1.391/GM DE 16 DE AGOSTO DE 2005

Institui no &mbito do Sistema Unico de Saulde, as diretrizes para a Politica Nacional de Atencio
Integral as Pessoas com Doenga Falciforme e outras Hemoglobinopatias.

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso de suas atribuicdes, e Considerando o disposto no
art. 196 da Constituicdo, relativamente ao acesso universal e igualitario as acdes e servigos de saude
para sua promog&o, protecao e recuperagao;

Considerando as atribuicdes comuns da Unido, dos Estados e dos municipios estabelecidas na Lei n®
8.080, de 19 de setembro de 1990;

Considerando os principios e diretrizes da Politica Nacional do Sangue, Componentes e
Hemoderivados, implementada, no dmbito do Sistema Unico de Salde, pelo Sistema Nacional de
Sangue, Componentes e Derivados — SINASAN, cuja finalidade é garantir a auto-suficiéncia do Pais
nesse setor e harmonizar as agdes do poder pdblico em todos os niveis de governo (art. 8% da Lei n®
10.205, de 21 de marco de 2001);

Considerando a alta prevaléncia das doencas falciformes na populacéo brasileira, dentre as quais a
Anemia Falciforme é majoritaria;

Considerando que as pessoas com essa enfermidade, devido as alteragdes nos glébulos vermelhos,
apresentam diferentes complicac@es clinicas e comprometimento progressivo de diferentes érgaos;

Considerando a necessidade de tratamento multiprofissional e multidisciplinar a ser realizado por
profissionais adequadamente preparados;

Considerando a inclusdo do exame para deteccdo de doenca falciforme, na fase Il do Programa
Nacional de Triagem Neonatal, instituido pela Portaria n® 822/GM, de 6 de junho de 2001;

Considerando a importancia médico-social do inicio precoce do tratamento na rede de assisténcia do
Sistema Unico de Saude; e

Considerando que historicamente a Hemorrede Publica é referéncia reconhecida no tratamento dessas
enfermidades

RESOLVE: )
Art. 12 Instituir, no &mbito do Sistema Unico de Saude - SUS, como diretrizes para a Politica Nacional
de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias:

| - a promocdo da garantia do seguimento das pessoas diagnosticadas com hemoglobinopatias pelo
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), recebendo os pacientes e integrando-os na rede de
assisténcia do Sistema Unico de Saude - SUS a partir, prioritariamente, da Hemorrede Publica, e
provendo assisténcia as pessoas com diagnéstico tardio de Doenca Falciforme e outras
Hemoglobinopatias, com a criagdo de um cadastro nacional de doentes falciformes e outras
hemoglobinopatias;

Il - a promocdo da garantia da integralidade da atencdo, por intermédio do atendimento realizado por
equipe multidisciplinar, estabelecendo interfaces entre as diferentes areas técnicas do Ministério da
Saude, visando a articulacdo das demais acBes que extrapolam a competéncia da Hemorrede;

Il - a instituicdo de uma politica de capacitacdo de todos os atores envolvidos que promova a
educacgdo permanente;

IV - a promocéo do acesso a informagédo e ao aconselhamento genético aos familiares e as pessoas
com a doenca ou o tracgo falciforme;

V - a promocdo da integracdo da Politica Nacional de Atencao Integral as Pessoas com Doenca
Falciforme e outras Hemoglobinopatias com o Programa Nacional de Triagem Neonatal, visando a
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implementacdo da fase Il deste Gltimo e a atencéo integral as pessoas com doenca falciforme e outras
hemoglobinopatias;

VI - a promogdo da garantia de acesso aos medicamentos essenciais, conforme protocolo,
imunobioldgicos Especiais e insumos, como Filtro de Leucécitos e Bombas de Infusdo; e

VII - a estimulacdo da pesquisa, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida das pessoas com
Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias.

Paragrafo Unico. As diretrizes de que trata este artigo ap6iam-se na promogéo, na prevencgao, no
diagnostico precoce, no tratamento e na reabilitagdo de agravos a saude, articulando as &reas técnicas
cujas acles tém interface com o atendimento hematoldgico e hemoterapico.

Art. 22 Caberé a Secretaria de Atencdo a Saude adotar, no prazo de 45 (quarenta e cinco) dias, as
providéncias necessarias ao cumprimento do disposto nesta Portaria.

Art. 3° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacéo.
SARAIVA FELIPE



ANEXO C - ARTIGO PUBLICADO 1

ALLOIMMUNIZATION AND CLINICAL PROFIE OF SICKLE CELL DHSEASE PATIENTS FROM

SALVADOR - BRAZIL

Sickle coll disease [SCDI is an important public
health issue in Bahia, Brazil. Enthrocyte
transfusions may reduce morbidity of 5CD,
however, they are associated with numerous
risks. Amang other risk categories, afloimmu-
nization to red cell antigens may resuft from
transfusions. The aim of this study was to
compare the clinical prafile of transfused adult
SCD patients with and without alloantibodies.
The study included 108 patients {105 home-
zygous SS and three with hemoglobinopathy
SC), followed in the Ouipatient Unit of the
Hematology and Hemotherapy Center of
Bahia. A retrospective review of clinical
records of adult SCD patents who received
at least three red hfood cell transfusions from
2004 to 2007 was performed. Transfusion
units were phenalypically matched for ABH-D
and C.c.E.e, and K antigens. Alloimmunization
developed in 36 patients (53 S8 and three SC!.
1 he most prevalent alloantibndies were anti-E,
anti-K, and anti-C (39.3%, 21.4%, and 16.1%,
respectively). Age, sex and positive antiglobu-
lin test displayed statistically significant differ-
cnces. Prevalence of dlinical complications
such as leg ufcers, stroke, and others did not
show differences between groups. In conchu-
sion, alloimmunization did not significantly
madify the dinical outcomes ot SCID patients
from Bahia, Brazil. (Fthn Dis. 2010;20:736-
141}

Key Words: Sickle Cell Discase, Hemoglo-
binupathy, Alloimmunization, Red Cell Trans-
fusion
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INTRODUCTION

The hemoglobinopathies are the
most commaon monogenic disorders
known.! Sickle cell disease (SCD) has
its arigins in Africa, where a mutation in
the gene for R-globin viclded an
abnormal hemoglobin, the hemoglobin
§.2 The discase has muldple dinical
manifestations and varies greatty among
patients.” Chronic hemolysis and pain-
ful crises due 1o vasoocclusion, ische-
mia, and inflammation are the most
common clinical outcemes.” Sickle cell
disease is highly prevalent in Brazil.’
however, only recently has the discase
heen considered an important public
health issue by the Brazilian health
authorities. Berween the 16% and 19
centuries, more than 3,500,000 African
slaves were brought to the country,
mostly through Salvador, the capital of
Bahia, which is the Brazilian state with
the highest African ancestry.®
neonatal scresning of abnormal hemo-
globins began in the year 2000 in Bzhia,
the available dara have shown that, out
of every 650 children born alive in this
Brazilian State,” one has a hemoglobin-
opathy, mostly homeozygous SS.” The
last threc decades have witnessed a
remarkable increase in SCD  patient
survival.® Advances in rrearment such
as hydroxyurea, improved patient edu-
cation and multidisciplinary teams in
comprchensive centers have contributed

Since

to considerable improvements in mor-
bidity and life span of these partients.”

Packed red blood ceil {(RBC) trans-
fusions play 2 prominent role in
management of the discase; they may
save lives in situations such as acurte
chest syndrome (ACS), stroke, splenic
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and others.
Although blood transfusions can con-
tribure to reducing morbidity and
improving the qualiry of life in these

sequestration crisis,

patients, there stll arc risks. Among
other risk categories, alloimmunization
can result from eransfusions and occurs
in 5% to 50% of SCD patienss.'” The
development of antibodics against do-
nor RBC antigens lacking in the
rransfusion recipicnt’s RBC can limir
transfusion cfficacy. It also may resulr in
the development of transfusion rcac-
tions and occasional life-threatening
CVCﬂtS.!l

To avoid alloimmunization, it has
been rccommended to perform pre-
rransfusional RBC matching to antgens
of the Rh system (D,C,E.c) and
Kell.'™'# Extending the match to other
crythrocyte antigens can add an cxrra
cost to transfusion, which may not be
affordable for many blood banks.
Furthermore, it is not known whether
alloimmunization significantly affects
the clinical outcomes in SCD.

"The reported higher rate of alloini-
munization in SCD patients is not
completcly understood. According to
Vichinsky et al, one of the possibie
mechanisms undetlying the develop-
ment of alleantibodics in SCD patients
is RBC antigen mismatch due to racial
diffcrences between blood donors and
recipients.''* The Brazilian population
is characrerized by an ethnic mixture,
mainly European (mosdy Pormuguese,
but also Italian, German, Spanish,
Polish, and others), native Amerindians
and African slaves descendants, all
heterogencously scattered across the
country. In Salvador, Bahia, 82.1% of
people are predominantly of African
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The main purpose of this
study was to compare the
clinical profile of transfused
adult SCD patients who
developed alloantibodies to
transfused SCD patients who
did not.

origin.'® Blood transfusion in Brazil is
accomplished through public and pri-
vate institutions, which all must follow
the dicections of the Brazilian Health
Authority on blood bank issues. The
main purpose of this study was 1o
compare the clinical profile of trans-
fused adult SCD patients who devel-
oped alloantibodies o transfused SCD
patients who did not.

PATIENTS AND METHODS

“This is a cross-secttonal study where
medical records of SCD patients, re-
ferred ro the Ouipatient Unit of the
Hemarology and Hemotherapy Center
from Salvador-Bahia, Brazil, were re-
viewed. This public health center pro-
vides care to about 2,000 SCD parients,
adults and children, mosdy SS. The
pdtients came from Sabvador and from
smaller cities and villages of the coun-
tryside. Patients aged =18 years with
confirmed SCD diagnosis who received
at least three RBC transfusions from
2004 1o 2007 were cligible for the
study. We excluded patients under
18 years because, in our cenrer, almost
all under 18 transfused SCD patienss,
received transfusions due to stroke; it
was considered that this could constitute
an important bias in our further
analysis. The dara were collected using
standardized forms. [n our institution, a
mean of 270 RBC wanstusions is given
monthly to patients with several medical
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indications. Approximarely 24% of these
RBC rransfusions arc infused n SCD
patients. In our center, before the year
2004, the RBC for tansfusion were
matched only with standard ABH-D.
From 2004, 2 new transfusion policy for
SCD patients was applied including
screening for the Rbh CcEe and Kell
antigens before the first transfusion.
Further marching against other RBC
antigens systems was not systemaically
done. The number of rransfusions the
patients received before being referred ro
our center was recorded based on
information of patients and relatives, as
well 25 on other medical reports, when-
ever available. Moreover, the transfusion
records of other health centers were
accessed in order to check the transfusion
charts. Patent characteristics, clinical
findings, number of fransfusions, fre-
quency and specificity of alloantibodies,
laborarory deta, and main clinical out-
comes were zll reviewed. Patienss re-
ceived cither simple RBC transtusion or
manual partial exchange-transfusian.
SPSS 15.0 Statistical Sofrware was
used for data management and analysis.
The independent samples #-test was used
t0 compare continuous variables with a
Gaussian disuibution, assuming equal
variances. The chi-square rests were used
for categorical variables, and Fisher’s
exact test was applied whencver data sets
contained fewer than five observations.
All rests were two-tatled, and a P value
<.035 was considered statistically signifi-
cant. Before the data collccrion, this
study was approved by the Bahia Foun-
dation for Science Development Ethics
Commirree, protocol approval 47/2007.

RESULTS

One hundred eight patients (105
homozygous SS and three with hemo-
globinopathy SC) from the transfusions’
registry of the outpatient unit were
included in a sequence order. Fifty-six
patients developed alloantibodies (53 83
and three 3 SC), and 52 (all 55} did not.

Etbniciey & Disease, Volume 20, Spring 2010

Table 1 shows the main patients’ clin-
jcal and laborarery characteristics. The
ages of the alloimmunized group
{ALLO) ranged from 18 to 49 years,
and 18 to 6] years in the nen-
alfoimmunized group (NON-ALLO).
TLate SCD diagnosis occurred in both
groups: aged 13.42 years = 1136 vs
13.10 years = 10.91 (ALLO vs NON-
ALLO, respectively). Alloantibodies
were significantly more prevalent
among females (P=.033). The number
of transfusions was higher in ALLO
SCD parients without statistical signifi-
cance. In our centcr, only 10 patients
were on the chronic ransfusion regi-
men, seven ALLO and three NON-
ALLQO (P=.188). Forty-nine patients
(26 ALLO, 23 NON-ALLO, 45.4% of
the sample} received their firss RBC
transfusion before age 10 years, while 33
(17 ALLO, 16 NON-ALLO) were first
wansfused at ages 11 to 20 years
(30.5%). These differences were not
stasistically significant (P=.74).

Nineteen out of 56 patients (33.9%)
developed mote than one antibody at
onc time (maximum of six alloanti-
bodies in one patient), and in 10.2% of
cases the aniibody screening routine
was not able o fully identify ic The
alloantibodies identificd are listed in
Table 2 in order of frequency.

A positive direct antiglobulin tes
(DAT) was idenrified in 22 of 52 ALLO
patienss and in only onc of 48 NON-
ALLC (P=.0001). The autoantibodies
were warm-reactive to IgG with a
typical panaggludnartion pattern in elu-
ate. All patients had documented al-
leantbodies before auroantibody for-
mation except the aforementioned
patient. Drespite the fact that a positive
DAT does nor always have clinical
relevance, a few pazents developed
clinically significant immune hemolysis
and were treated with predrisone with
favorable responses. The majority of
patients teceived transfusions becavse of
severe symptomaric anemia, leg ulcers
and intractable vaso-occlusive painful
crises. Other less common causes were
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Table 1. Patients’ clinical and laboratory characteristics

Variable n* SCD alloimmunized (n=56) SCD non-alloimmunized (7=52) P Valuet
Age (years } 108 30.1 (x8.1) 34.3 (£12.4) .041%
Sex (maleffemale) 108 20/36 28/24 .081
Hemoglobin (g/dL) 105 7.2 (£1.6) 7.5(x1.2) 235
White blood cell count (x10%L) 104 12.6 (£3.8) 11.5 (x3.6) 125
Absolute neutrophil count (X10%L) 97 7969.8 {+5.8) 6545.6 {£3.8) 157
Platelet count(X10%/L) 101 413.2 (£169) 385.9 (+123) 319
Reticulocyte count (%) 84 7.0(x5.3) 6.5 (+4.5) 631
Fetal hemoglobin (%) 70 6.8 (£5) 8.3 (x5) 234
Positive direct antiglobulin test 100 22/52 1/48 .0001%
Uric acid (mg/dL) 81 6.1 (£2.3) 6.2 {x2.6) 999
Lactate dehydrogenase (U/L) 7 886.4 (£451.6) 1046.9 (+ 759.4) .283
Urea (mg/dL) 95 27.36 {x17.56) 36.56 (+39.73) 141
Creatinine (mg/dL) 98 72(*0.3) .85 (£0.5) 144
Leg ulcer 108 28/56 31/52 .340
Stroke 106 4/51 4/55 1.000
Renal disease 63 9/24 22/39 145
Cardiac disease 55 8/37 14/18 .0001%
Retinopathy 51 414 24/37 .020%
Number of transfusions received 35 14.96 (£12.97) 10.55 (£9.32) 059

* Number of patients with available data.

t P values comparing the continuous variables were obtained by independent-samples t-test;
P Values comparing categoric variables were obtained by chi-square test. All the tests were 2-tailed.

1 Significant (P<.05).

complicated infections, pregnancy,
priapism, renal dysfunction, cardiac
complications, pulmonary hyperten-
sion, ASC, stroke and preparation for
surgery. Whichever the indications of
transfusion were, there was no sig-
nificant difference between ALLO and
NON-ALLO patients.

Progressive elevation of serum creat-
inine levels, microalbuminuria, macroal-
buminuria as well as end-stage renal
failure were identified in patients either
ALLO or NON-ALLO. Cardiac abnorm-
alities were cardiomegaly, heart murmurs,
valvulopathies and arrhythmias. Rheu-
matic valvulopathy was identified as a
co-morbidity among the patients as well.
The retina was affected in 28 patients (4
ALLO), mostly with severe retinopathy.
The most prevalent Rh system haplotypes
were R1 (DCe), RO (Dce) and R2 (DCE),
in order of frequency (respectively,
37.9%, 24.2% and 15.2%).

DiISCUSSION

The lack of neonatal screening (NS)
explained why so many patients had a
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late SCD diagnosis. As stated before in
this article, this diagnostic tool was
available in Bahia, Brazil only from the
year 2000. Neonatal screening can give
an opportunity for patients to have access
to precocious medical care, with periodic
referrals to comprehensive evaluations.
In Bahia, a state with almost 14 million
people, there are only two SCD reference
centers, both in Salvador, the capital.’®> A
better health supervision system must
urgently be organized in Bahia State in
order to provide SCD patients with
timely and appropriate care.

Age has beef correlated with the risk
of alloimmunization in SCD. Rosse et
al, in the large Cooperative Study of
Sickle Cell Disease showed thar children
who received their first transfusion ar
age 10 years or older had a higher rate of
alloimmunization compared to the ones
whose first transfusion was before that
age.'® In our sample, age at first
transfusion was not significantly differ-
ent between ALLO and NON-ALLO
patients. Despite this, ALLO patients
were younger than NON-ALLO, a
statistically significant difference as
shown in Table 1.
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According to Vichinsky et al, the
risk of allosensitization increases with
the number of transfusions."’ This
could not be demonstrated in our study.
Anti-E, anti-K, and ant-C were the
most prevalent alloantibodies identified
among our patients. Similar data have
been reported in the literature. Vi-
chinsky et al found allo-ant-E in 24%
of their SCD sample, while in our
patients it prevailed in 39.3%."" In
Vichinsky’s study, allo-anti-K occurred
in 26% of patients (compared to 21.4%
in ours), and anti-C was identified in
16% (16.1% in our sample). In our
center, antibody screening is performed
right before transfusion and is not
rechecked periodically unless a new
transfusion is needed. The cost of
antigen matching is high, and checking
it from time to time, even if more
transfusions are not needed for some
time, may not prevent hyperhemolysis,
the most severe clinical complication in
this setting.'” In our patients, there were
no registered instances of hyperhemo-
lysis syndrome, and only a few, with or
without alloantibodies, developed trans-
fusion reactions, most of the febrile
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Table 2. Alloantibodies identified in 56 SCD patients

Allpantibody specificity* Freguency Percentage (%)
Anti-E 25 39.3
Anti-K 12 21.4
Ant-C 9 16.1
Anti-FY® 3 h3
Anti-Le® 3 5.3
Anti-Le" 3 5.3
Anti-e 2 3.6
Anti-0 2 3.6
Anti-M 2 36
Anti-c 2 36
Anti-FY® 1 1.8
Anti-fk® 1 1.8
Anti-S 1 1.8
Anti-VS 1 1.8
Anti-Lu® 1 1.8

* Alloantibudies were identified either single of in combination with other allcamtibodies
One patient developed six anlibodies sgainst red cell antigens at one time,

non-hemolytic type. The wse of leuko-
cyte-removing filters promored a de-
crease in this complication among our
patients. A higher prevalence of alloim-
munization has been described in fe-
males.””'® Aygun er al found ne
difference in the antibody rates between
sexes in SCD pediauic patients, As
opposed to the prevalence in children,
the same authors described higher
allosensitization rates in adult females.'”
Other authors reported an incidence of
alloantibodies formarion to be 1.5 times
more likely for a given transfusion in
SCD children and adult females than in
adult males.'”*® Women would have
more antigen exposure due to preg-
ndncy and delivery, possibly explaining
the higher rates of alloimmunization
among SCD females. [n our patients,
64.3% of the alloimmunized patients
were female, a smtistically significant
difference (P=.033).

Our findings showed higher levels of
autoantibody production among ALLO
patients. The pathogenesis of auteim-
munization following ransfusions is not
well understood. The development of
crvthrocyte autoantibadies was reported
by Castellino et al smdying transfused
children with SCD, identified in 7.6%
of cases.” Aygun er al, studying
immunizatoen to RBC antigens in

pediatric and adult SCD paticars,
reported autoimmunization in 8% of
children and 9.7% of adues.”” In the
SCD serting, binding of alloantibodies
to the transfused crythrocytes could lead
1o conformational changes in antigenic
epitopes, which would stimulate pro-
duction of awwoantibodics.™ Another
possible explanation would be thar
formation of autoantibodies in SCD
patients could reflect a global dystunc-
tion of the immune system due to
precocious autosplenectomy secondary
w repetitive infarctions.” ™ Geneiie
determination may be involved in
autoantibody formation, as stated by
Ofosu e al in their study of the major
histocomparibility complex in SCD
pas:icnts.zq"

In our sample the number of
patients receiving RBC wansfusions
because of chronic leg uleers (duration
>G months) was a real concern. Wanko
and Telen. in their paper addressing
transfusion management in sickle cell
disease, the use of RBC

transfusion in $CD leg ulcers as con-

considered

troversial,’” while Serjeant er al srressed
the facr thar there are no dara o support
transfusion therapy for SCD leg ul-
cers.” In znother study where 225 8§
subjects were examined, the strangest
predictors of chronic ulceration were
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high serum LDH, vencus incompetence
and low social economic status.®® In
Salvador, Brazil, chronic leg ulcers were
one of the main reasons why patients
looked for medical assistance. (Genetic
mechanisms may be involved in the
predisposition to leg ulcers. Ofosu,
Castro and Alarif, determining HLA-
AB,C and DR rtypes in patients with
sickle-cell anemia who had chronic leg
ulcers or a history of leg ulcers and in 55
controls withour leg ulcers, reported
thar the relative risk for development of
leg ulcers in patients who had both
HLA-B35 and Cw4 was 17 times
greater than in patients withour these
antigens or who had only onc antigen.””

In our patients, cerebrovascular
accidents were identified in the same
proportion among patients with and
without alloimmunization. The cumu-
lative evidence favoring chronic transfu-
sion, either for primary prevention of
stroke or recurrence of a previous
episode, led us to change the rransfusion
pelicy in our center in the year 2004, as
stated before in this arricle.®* Hoppe
et al emphasized that darifying the
genetic basis for stroke in SCD would
help identify high-risk patients for
cerebrovascular accidents, That would
allow preventive interventions such as
chronic rransfusion or bone marrow
transplantation, while avoiding the use
of these therapies in those patients who
are at a reduced risk. ™

Progressive tenal dysfunction was
expected to occur in a significant
proportion of our patients, as our
sample was constituted of adulr pa-
tienrs. Guasch et al, studying adult SCD
patients, showed that, at age 40 years,
40% of patients with SS disease had
macroalbuminuria.”’

It is well-known in the context of
SCD that carly stages of ocular comph-
cations may be asympromatic, in spire
of the risk of scvere visual consequences
as the disease progresses.ﬂ In our center
there were ALLO and NON-ALLO
patients who had the fist SCD diag-

nosis while investigaring complaints of
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visual deficit. Fhis illuserates how late
diagnosis can also be cause of remark-
able morbidity in SCD.

Echocardiogram, recognized as a
very useful exam 1o be done in SCD
patients, coufd not be performed in all
of our parients. That was probably the
reason why we found only a few cases of
pulmonary hypertension (Pi1), one case
among ALLO and two among NON-
ALLQ patients. Accarding to Ohene-
Frempong and Steinberg cardiac exam-
inations in SCD patients are rarcly
normal.”® Sachdev et al suggested thar
18% of all adults with SCD have
diastolic dyshunction and that 11% have
both pulmonary hypertension and left
ventricle diastolic dysfunction. Addi-
tionally, cardiac abnormalities in SCD
may result from myocardial iron over-
icad, due ro blood eransfusions, or from
ischemic damage secondary to repetitive
vasoocclusive episodes.

Recendy, Campbell-Lee suggested
that recipient inflammatory status could
be a risk factor for alloantibody devel-
opment.’® SCD is recognized as an
inflammatory status, where the adhesive
interactions involving red cells and
damaged endothelium have a cenrral
role in the pathophysiology of the
disease. > Hendrickson et al, in a
murine model of alloimmunization,
found recipient inflammation signifi-
cantly increased the development of
alloantibodies, * Therefore allosensitiza-
tion th SCD may be related to the
number of transfusions received, the
genetic predisposition, and inflaimma-
tomn.

Qur study has weaknesses such as
retrospective design and a small number
of patients. Moreaver, a possible under-
estimation of total number of blood
transfusions cannot be ruled out. Never-
theless, our study addresses a relevant
issuc. In spite of a bewter current
management of SCD occurring in the
United States and Europe, in Bahia-
Brazil, many SCD patients still do not
have access to proper diagnosis and
ucatment. As life expectancy of SCD
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improves more blood transfusions are
expected 1o be nceded and allosensitiza-
tion is an imporant problem to be
addressed. A better understanding of the
alloimmunization mechanisms and of
their impact on SCD dlinical outcomes
will help in the identification of patients
at risk. It will also help in developing
strategics to avoid the clinical complica-
tions of allosensitization.

CONCLUSIONS

Although alloimmunization is a
potentially serious complication of
blood transfusions, we did not find
retevant clinical differences between
SCD patients who developed alloanti-
bodies and these whe did not. As SCD
patient lifespan improves, further stud-
ies in biochemical and genetic markers,
and dlinical and rransfusion issues, such
as alloimmunization, will prevent mor-
bidity in these patients. Fimlly, we
stress the urgent need for local measures
to be developed o facilitate the access of
SCD paticnts to proper diagnosis and
rreatment.

Although alloimmunization is
a potentially serious
complication of blood
transfusions, we did not find
relevant clinical differences
between SCD patients who
developed alloantibodies and
those who did not.
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ANEXO D - ARTIGO PUBLICADO 2

SICKLE CELL ANEMIA: DELAYED DIAGNOSIS IN BAHIA, BrAZIL -
A LARGELY AFRO-DESCENDANT POPULATION

Hemoglobinopathies are the most common
genelic disorders in the world and include
sickle cell anemia (SCAJ, which is a public
health problem in Brazil. Nevertheless, the
disease is highly unknown among health
professionals, and delayed diagnosis consti-
tutes an important cause of concern for
caretakers of SCA patients. The purpose of
this study was to compare the clinical and
laboratory history of SCA patients whase
diagnosis was established during the first year
of life 1o those of other SCA patients who had
delayed SCA diagnosis. Demographic, clinical,
and laboratory data were all reviewed from 99
steady-state SCA patients who were followed
in a public hematology and hemotherapy
clinic in Salvador, Brazil. The patienis were
aged =72 years and attended the outpatient
unit at least once from November 2008 to
June 2009. The data were anatvzed in 2010.
For all patients, the mean age (= SD) at
diagnosis was 12.7(= 12.17) years, ranging from
0 to 47 years. Mean age was higher in patients
whose SCA diagnosis was established after age
5 (329 = 11.9 years, P=.005). Increased
unconjugated bilirubin, siroke and splenic
sequestration were more prevalent in patfents
who were diagnosed in the first year of fife
{P=.043, .024 and .026 respectively).

The data suggest that stroke, splenic seques-
tration and unconjugated bilirubin level may
be influenced by age at SCA diagnosis. {Ethn
Dis. 2011;21(2):243-247)

Key Words: Sickle Cell Anemia, Sickle Cell
Disease, Hemoglobinopathy, Delayed Diagno-
5is
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INTRODUCTION

Sickle cell disease {SCD) constitutes
a group of diseases characterized by the
presence of hemeglobin §; the homo-
zygous form, SS, is called sickle cell
anemia (SCA).! This mucant hemoglo-
bin, in which a glutamic acid residue is
reptaced by a valine at position 6 of the
beta globin chain, can combine wich
other abnormal hemoglobin molecules;
the double heterozygous form is known
as SC hemc\globino[:ml‘hy.1 Under low
oxygen pressures, hemoglobin S poly-
merizes inside red blood cells (RBC),
which assume a sickle shape that
oblirerates small vessels. Chronic hemo-
Iysis and vaso-occlusive phenomena
characterize the disease. Ischemia and
inflammation resulting from recurrent
vaso-occlusive episodes cause the asso-
ciated painful crises and progressive
failure of multiple organs and sys-
ems.? A higher prevalence of the
hemoglobin § gene aceurs in Equarorial
Africa, where it can exceed 20% in
countries such as Uganda, Zaire and
Cameroon.” 1n Brazil, the hemoglobin
S gene was introduced through African
slave traffic, which was urilized mainly
in the sugar cane trade between the 16th
and 18th centuries.* The § gene s
heterogeneously distributed all over the
country but predominately appears in
the northeast region. Salvador, the
largest city in the northeast Brazilian
region (around 3,000,000 people), is
the capital of the state of Bahia.® Tt was
one of the main Brazilian ports chrough
which African slave ships arrived. To-
day, Bahia's population has the largest
percentage of Blacks outside of Africa.’

In Brazil, SCD was recognized by
the government health authority as an
important public health issue in 1996

Ethnivity & Disewse, Volume 21, Spring 2011

Sérgio Marcos Arruda, MD

...the results of neonatal
screening have shown that in
Babia, 1 in 650 children are
born each year with SCD, a
higher prevalence than any
other smte.6’7

through the creation of a Sickle Cell
Anemia Program. In 2001, neonatal
screening for hemoglobinopathies was
implemented by the Brazilian Health
Ministry. Since then, the results of
neonatal screening have shown thac in
Bahia, 1 in 650 children are born each
year with SCD, a higher prevalence than
any other state.*” Despite the high
prevalence of SCD in Bahia, patients
who were born before 2001 were
frequently not diagrosed unal adoles-
cence or even later in fife. This arricle
compares the clinical outcomes of SCD
patients who were diagnosed in the first
year of life with those who were
diagnosed later in life.

PATIENTS AND METHODS

This is a retrospective study, under-
taken at an outpatient unit of a public
hematology and hemotherapy clinic,
which is a referral center for hemoglo-
binopathies, in Salvador, Bahia, Brazil.
Among children and adules, chere are
more than 2000 registered patients with
hemoglobin diseases, and most of them
have sickle cell anemia (SCA). Ninety-
nine steady state SCA patients, who
were aged =12 years and attended the
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Table 1. Main patient’s clinical and laboratory data

Sickle Cell Anemia (N=99)

Diagnosis during Diagnosis between 13 and

Diagnosis after

Variables first year of life (n=15) 60 months of life (n=26) 60 months of life (r=58) P
Sex,nm; mff 12/3 14/12 21/37
Chronologic age, years 23.9%5.6 27.4%9.5 32.9%11.9 .005*
Age at diagnosis, years _ 2914 204*10.2
Hemaoglobin, g/dL 8.0%1.1 B8.7+1.3 8.2x1.5 185
White blood count, from?® 14150+6038 111274209 17135323802 073
Neutrophils, /mm’* 6743+2432 60433200 034522912 789
Platelets, fmm? 413071178904 379360+86329 399018*166149 779
Reticulocytes, % 9.6+8.3 6.6+3.4 7.5+42 593
Lactate dehydrogenase, UL 1001.4=388.1 607.9222.4 821.3+585.9 106
Fetal hemoglobin, % 6.8+4.4 7.6x4.4 8.5+5.9 593
AST, UL 47.7x20.6 48.0x18.2 48.1x215 979
Unconjugated bilirubin, mg/dL 3.8%23 2.5*+2.4 2.1£1.6 043~
Creatinin, mg/dL 0.6+0.2 0.6£0.2 0.7x0.4 346
Fetritin, ng/mL 411.6£531.5 316.7%2943 B395:9E357.7 657
Stroke, n (%) 4/15 (26.6} 4126 (15.4) 4/58 (6.9) 024*
Osteonecrosis, n (%) 1/15 (6.6} 6/26 (23.0) 8/58 (13.8) 211
Splenic sequestration, n (%) 2/15 {13.3) 1/26 (4.0 ) 0 .026%
Retinopathy, n (%) 1/15 (6.6 0 8/58 (13.8) 088
Cardiopathy, n (%) 0 2/26 (7.6) 9/58 {15.5) 109
ACS, n (%) a 1126 (3.8) 2/58 (3.4] .839
Leg ulcer, n (%} 7115 (46.6) 5/26 {19.2) 21/58 (36.2) AB7
Cholelithiasis, n (%) 6/15 (40 13/26 (50.0) 30/58 (51.7) .582
Priapism, n (%) 2112 (13.3) 2/14 (14.3) 4/21 (19.0) .869
Pulmonary hypertension, n (%) 0 1/26 (3.8) 2/58 (3.4) 600
Renal disease, n (%) 1115 (6.6) 0 7/58 (12.0} .266
Transfusicnal hemosiderosis, n (%) 2/15 {13.3) 2126 (7.7) 3/58 {5.2) 504
Hydroxyurea, n (%) 0 4426 (15.4) 5/58 (8.6) h

Data shown are mean = S unless nated otherwise.
* Significant at =.05.
AST: aspartate aminotransferase; ACS: acute chest syndrome.

clinic for at least one hemarologic
consultation between November 2008
and June 2009, were enrolled in the
study. Clinical, laboratory, and transfu-
sional records of all patients were
assessed. Before data collection, partic-
ipants provided informed written con-
sent. The study was approved by the
Ethics Committee of the Bahian Foun-
dation for Sciences Development under
protocol no. 47/2007.

Statistical Analysis

The statistical software SPSS version
15.0 was used for data management and
analysis. Differences among clinical out-
comes were analyzed by the chi-square
rest, and the Fischer exact test was applied
whenever there were less than five
observadons. The Student ¢ test was used
“or conrinuous variables with normal

distributions, such as hemoglobin, white
blood count, and platelets. The Kruskal-
Wallis test was used to compare means
among twQ Ot mote ngUpS When
analyzing continuous variables with
non-normal distriburions, such as feral
hemoglobin. Multivariate analysis was
not performed. A P=.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

All 99 patients from the study had
SCA, and 52 were female (52.5%). The
majority lived in Salvador, the capital of
Bahia, Brazil (49.5%), whereas 11.1%
lived in adjacent cities and 39.4% lived
in the countryside.

Patient ages varied from 12 rto
63 years with a mean = SD of 30.2

Lthnicity ¢ Disease, Volume 21, Spring 2011

+ 10.8 years; the mean age at diagnosis
was 12.7 £ 12.1 years and ranged fror
0 to 47 years. [n males, the mean age at
SCA diagnosis was 9.4 * 11.3 years,
while in females it was 15.8 =
12.1 years, a statistically significant
difference (P=.009). The majority were
diagnosed following an acute event.
According to the age at SCA
diagnosis, the patients were divided into
3 groups: 1) diagnosis in the first year of
life (#=15); 2) diagnosis between age
13 and 60 months (#=26); and 3}
diagnosis after age 60 months (z=58).
The mean age at SCA diagnosis was 2.9
* 1.4 years in group 2 and 204 =
10.2 years in group 3. Given thart all
patiencs in group 1 had the disease
diagnosed during the first year of fife,
the mean age at diagnosis was not
cafculated for that group. Table 1
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summarizes the main clinical and labo-
ratory data.

The mean age was higher in group 3
(32.9 = 11.9 years) compared 1o the
mean ages of the other two groups (23.9
+ 5.6 years in group | and 27.4 *
9.5 years in group 2), which was a
statistically significanc difference {(P=
.005). The following values were not
significanty  different berween the 3
groups of SCA patients: hemoglobin,
white blood count, neutrophils, plate-
lets, reticulocytes, lacrate dehydroge-
nase, fetal hemoglobin, alanine amino-
cransferase, creatinin, and ferritin. The
mean unconjugated bilirubin level was
significantly higher in group 1 patients
(P=.043)}, as shown in Table 1.

Splenic sequestration crises occurred
in two patients from group 1, one from
group 2 and in no patients from group 3,
which was a statistically significant differ-
ence (P=.026). Differences in other
complications, such as acute chest syn-
drome (ACS), leg ulcers, cholelithiasis,
pulmonary hypertension, renal and car-
diac disease, retinopathy, priapism, and
transfusional hemosiderosis, did not reach
statistical significance based on the pa-
tient’s age at SCA diagnosis. The use of
hydroxyurea also did not show a statistical
difference among the 3 groups of patients.

When SCA diagnosis was established
in some female patients, they already had
one or more pregnancies with or without
miscarriages, premature deliveries or
other gestational complications.

DiscussioN

Living in Salvador, the capital of
Bahia in Brazil, or in nearby cities did
not result in access to an early diagnosis
of SCA in 59.7% of cases, even though
the referrai centers for the diagnosis and
management of SCD in Bahia were
located in Salvador. Neonatal screening
has shown a high prevalence of hemo-
globinopathies in Brazil, especially
SCA.® Nevertheless, the unfamiliacity
of health professionals with the disease

SICKLE CELL ANEMIA IN BAHIA, BRAZIL - Zanette et af

remains an imporwanc cause of delayed
diagnosis of SCA in Bahia. This
Brazilian state is largely populated with
people of African descent.” When Paiva
¢ Silva, Ramalho and Cassotia studied
80 SCA patients from another Brazilian
state who were aged 18 to 44 years, they
showed that the majority of these cases
were diagnosed in adolescence or in
early adulc life.® Hurz's study indicated
that the mean survival of Brazilian SCA
paticnts was 16.4 * 12,1 years.” Meore
recent studics have cstimated a mean
survival of these patients at 45 to
55 years in North America, Europe
and Jamaica."” Tn the present study, the
oldest patient was aged 63 years. The
data does
derermination of a longer survival

available not allow the
tendency in SCA patients in Bahia as
well. Serjeant et al published a study of
102 §S patients in Jamaica, who were all
aged =060 years, in which the longest
survival was associared with female sex
and a higher feral hemoglobin fevel."

Recurrent splenic vaso-occlusive ep-
isodes lead to early functional asplenia,
which compromises immunity against
some encapsulated bacteria particularly
becween ages of 0 and 5 years, in SCA
patients.'” Penicillin prophylaxis in
patients aged 2 months o 5 years, in
addition to anti-pneumococcal, hae-
mophilus influenzae type b and menin-
oococcal vaccines, have decreased the
mortality of SCA children.'? Patients
whose disease is diagnosed late are
deptived of these prophylacric measures,
which places them at high risk for sepsis
caused by these infectious agenrs.

In our study, splenic sequestration
crises were significantly more prevalent
in SCA patients who were diagnosed
duzing the first year of life. Fernandes et
al conducted a study on mortalicy in
SCD, and splenic sequestration was
responsible for one-third of the deaths
and caused 71.8% of them occurring in
children who were aged <2 years.'
That study was conducred in Minas
Gerais, which was the first Brazilian
state to establish a neonatal screening

Ehnicity & Disease, Volume 21, Spring 2011

...the unfamiliarity of health
professionals with the disease
[sickle cell anemial remains

an important cause of delayed
diagnosis of SCA in Bahia.

program to detect abnormal hemoglo-
bins in 1998; the deaths occurred in
hospitals, at home, or on the way to the
hospital. Our data are consistent with
the literacure. Considering the absence
of splenic sequestration in patients from
group 3, whose SCA diagnosis was
established after age 5 years, this
observation could suggest that SCA
patients in Bahia who had splenic
sequestration crises died without an
SCA diagnosis.

In our sample, stroke occurred more
frequently in patients who were not
diagnosed until 12 months of age.
Ohene-Frempong er al reported thar
approximately 11% of SCD padents
have clinically apparent strokes before
aged 20 years, with a higher risk in the
first decade of Life.!” The highest
incidence of stroke among these parients
occurred between ages 2 and 5 years,
follawed by a slightly lower incidence
from 6 to 9 years.'” Transcranial
Doppler (TCD), which is used ro
determine the velocity of cerebral arte-
rial flow, has emerged as a valuable ool
in stroke risk evaluarion in SCA.'®
Patients who are at high risk for cerebral
vascular events as determined by TCD
must be included in a hyper-transfusion
schedule as established in the STOP
study.'® A schedule for periodic TCD
evaluation should be initiated by age
2 years. Taking into account that risk
for stroke in SCA is higher in the firsc
decade of life, particularly between ages
2 and 5 years, it becomes evidenc that,
in Bahia, many patients would not have
access to proper medical care because of
delayed hemoglobinopathy diagnosis.
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In our patients, the SCA diagnosis
occurred later in the female group,
reaching statistical significance. A pos-
sible explanation is that iron deficiency
anemia {(IDA) is more prevalent among
women and is considered normal by
some physicians. As a consequence,
female SCA patients in Bahia might be
maintained for longer periods on iron
supplementation, with an incorrect
diagnosis of IDA. This assertion necds
to be confirmed by epidemiclogical
studies thar are specifically designed
for thar purpose. In the present study,
100% of patients were prescribed iron
supplements before SCA diagnosis,
independent of age, sex and iron status.
Iren deficiency is uncommon in SCA;
the increased iron absorption from the
digestive system and from hemolyzed
RBC iron recycling, as well as iron from
blood transfusions, provides sufficient
quantities for SCA patienss.”

According o Tran et al, periodic
evaluation for carly retinopachy should
be iniciated by ages 6 and 13 years in 53
and SC parients, respcctivcly.'R in our
study, there were cases whose first
manifescation of the disease was visual
deficit, which required medical assis-
tance. Delayed diagnosis of SCD pre-
vented the implementation of carly
multidisciplinary care in these padents.

Renal dysfunceion begins in infancy
in a significant percentage of patients
with SCA, although chronic renal
insufficiency rarely develops in children
with the disease.’” Marsenic, Couloures
and Wiley's siudy reports that total
proteinuria was increased in 46% of 5§
patients as young as age 3, suggesting
that renal damage occurs very early in
SCD.2" The fate diagnesis of the disease
docs not allow preventive measures,
such as the use of angiotensin-convert-
ing enzyme inhibitors, hydroxyurea, or
exchunge—tmnsfusion, to be adopted ina
timely manner. These measures are
valuable tools for preventing or delaying
renal dysfunction in SCD.

In our study, higher unconjugated
bilirubin levels occurred in patients
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whose SCA diagnosis was established
during the first year of life, and this was
significantly different from padients
who were diagnesed later on. Passon
et al, studying 115 North American
children with SCA, reported thar
genetic variations in the uridine di-
phosphate~glucu101105yltransferase 1A
(UGT1AL) promoter significandy in-
fluences serum bilirubin levels and the
development of symptomatic choleli-
thiasis.>* Another study of Jamaican
SCA patients showed a highly signifi-
cant relationship between UGTIAL
polymorphisms and bilirubin levels,
despite the less significant association
with gallstone formation.?® In our
groups of patents, cholelithiasis preva-
lence did not reach statistical signifi-
cance regardless of the bilirubin level
and age at SCA diagnosis. More
recently, Vilas-Boas et al, studying
Brazilian SCA patients, reported a
positive and significant association
between serum arginase concentrations
and laboratory markers of hemolysis,
which include unconjugated biliru-
bin.2® In thar scudy, arginase was
associated with an increased expression
of TGF-beta, suggesting thac clinical
ouccomes of SCA patients are complex
and influenced by several generic and
acquired factors.”

Ancther cause of concern in our
patients is that some SCA patients had
one of more pregnancies, with or
without obstetrical or hemarological
complications and without hemoglobin-
opathy diagnesis. The literature has
shown that SCD is associated with a
significant risk for complications during
the gestational period; this explains why
SCD guidelines recommend that preg-
nanc patients be followed in high-risk
prenaral care units.” ™

The mulddisciplinary management
of SCD patients has shown considerable
impact on reducing morbidity and
morwlity. Frempong and Pearson’s
study, which compared the mortality
rates in SCD patients aged <15 years
before and after the institution of

Edbnicity ¢ Disease, Yolume 21, Spring 2011

neonaral screening and muludisciplin-
ary assistance, demonstrated that these
programs contributed to a remarkable
reduction in mortality.”

Although some patients in the
present study may have had late SCA
diagnosis because of less severe disease,
the identification of a SS homozygote as
late as age 47 vears denotes an evident
failure of the health system in Bahia.

The present study bas limitations,
such as its rerrospective design and
small number of patients. Furthermore,
an underestimation of the complica-
tions, such as pulmonary hypertension,
retinopathy, and osteonecrosis, cannot
be excluded considering that some
laboratory and imaging tests were
performed at different medical clinics,
some of which may not have bad the
necessary expertise to successtully diag-
nose these complicattons. Nevertheless,
this study addresses a relevant issue
given the recent neonatal screening data
from Bahia. In a region where one out
of 650 newborns has a hemoglabinop-
athy, mosdy SCA, the diagnosis of
patients who were bom when such
neonaral diagnostic testing was ot
available is equally important and is a
highly relevant public health issue.
Increasing the survival and quality of
life for SCD patients demands high-
quality. comprehensive health assis-
tance. Despite some official iniriarives
for implementing permanent SCD
education for Brazilian health profes-
sionals by the national and/or local
health authorities, there still remains a
lot of work to be done.

CONCLUSION

The data suggest that age ar SCA
diagnosis, among other genetic and
acquired factors, might influence SCA
clinical outcomes. Recent neonatal
screening data in Bahia, Brazil, demon-
strated that improving SCA care is an
important issue for Bahian public health
authorities.

102



REFERENCES

I

ta

S

W

>

-1

. Steinberg MH. Genetics of the £ gene:

origins, genetic epidemiology, and eplstasis in
sickle cell anemia. In Steinberg MH, Forget B.

Higes DR, Nagel RL, eds. Disorders of

Hemaglabin. Cambridge, United Kingdom:
Cambridge University Press, 2001:711-755.

. Serjeant GR. Natural history and determinants

of dlinical severity of sickle edll disease. Curr
Opin Hematol 1995;2(2):103-108.

. Flint ], Harding RM, Boyee Al, Clegg JB- The

population genetics of the haemoglobinopathies.
Baillieres Clin Haematol, 1998;11(1}:1-51.

 Viana Eilho L. O wegro na Bahia. 1 ed. Sao

Paulo: Editora Jose Olympio; 1946,

. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatstica.

Tendencias demagraficas no periode de 1940~
2000.2007.

 Almeida A, Godinho TM, Teles MS, et al.

Avaliacao do Programa de Triagem Neonatal
na Bahiz no ano de 2003, Revista Brasileiva de
Suude Materno Infantil, 2006;6:85-91.

 Cancado RD, Jesus JA. A doenca falcitorme

no Brasil. Revista Brasileira de Hematologia ¢
Hempterapia. 2007:29:204-200.

_ Paiva e Silva RB, Ramalho AS, Cassoria RMS.

The sickle cell disease as a public health
problem in Brazil. Revista de Saude Publica.
1993:27(1):54-38.

 Hurz MH. Historia natural da anemia falci-

forme em pacientes da regiao metropolitana do
Rio de Janeiro. 1981, Instiruto de Biociencias
da UFRGS. Thesis/Dissertation.

. Plar OS, Brambilla DJ, Rosse WE, et al.

Moreality in sickle cell disease. Life expectancy
2nd 1isk facrors for early death. N Engl [ Med.
1994:330(23):1639- 1644,

. Scrjeant GR, Serjeant BL, Masen KP, Ham-

bleton IR, Fischer C, Higgs DR.The changing
face of homozygous sickle ecll disease:102
patients over 60 years. Int ] Tab Hemarol
2009;31(6):585-596.

. Barrett-Connor B, Bacterial infection and

sickle celt anemia. An analysis of 250
infections in 166 patients and 2 review of the
firerarure. Medicine. 1971:50:97-112,

 Gaston MH, Verter JI, Woods G, et al.

Prophylaxis with oral penicillin in children

1

FS

16.

17.

20.

o

23.

24.

SICKLE CELL ANEMIA IN BAHIA, BRAZIL - Zanelte et al

with siclde cell anemia. N Fngl ] Med. 1986;
314:1593-1599.

 Fernandes APPC, Januirio JN, Cangussu CB,

Macedo DL, Viana MB. Mortality of children
with sickle cell disease: a population study.
Jornal de Pediatria. 2010:86(4):279-284.

. Ohene-Frempong K, Weiner 5], Sleeper LA,

ot al. Cerebrovascular Accidents in Sickle Cell
Disease: Rates and Risk Factors. Blgod.
1998,91(1):288--294.

Adams RJ, McKie VO, Hsu I, et al.
Prevention of a first strole by wranstusions in
children with siclde cell anemia and abuormal
results on transcranial doppler ultrasonogra-
phy. N FugdJ Med. 1998;339(1):3-11.
Vichinsky E, Kleman K, Embury S, Lubin B.
The diagnosis of iron deficiency anemia in

siclde cell disease. Blood. 1981;58(5):963-968,

. Tran T, Mckinian A, Godinaud M, Rose G

Retinoparhie drepanocityre chez les adultes de
la region Nord-Pas-de-Calais. Journal Francais
d Ophalmologic. 2008;31(10):987-992.

_ Dharnidharka VR, Dabbagh S, Atiych B,

Simpson P, Sarnaik S. Prevalence of microal-
buminuria in children with sickle cell disease.
Pedyiair Nephral. 1998;12:475-478.

Marsenic O, Couloures KG, Wiley M.
Proteinuria in children with sickle cell disease.
Nephrol Dial Transplast. 2008;23(2).715-720.

. Alvarez O, Montane B, Lopez G, Wilkinson J,

Miller T. Early blood transtusions protec
against microalbuminuria in children with
sickle cell discase. Pediarr Blood Cancer.
2005:47(1):71-70.

. Fitzhugh CD, Wigfall DR, Ware RE. Enala-

pril and hydroxyurea therapy for children with
sickle ncphwopathy. Pedriatr Bloed Cancer.
2005;45(7):982-985.

McKie KT, Hanevold CD, Hernandez C,
Waller JL, Oriz L, McKie KM. Prevalence,
prevention, and treatment of microalbumin-
uria and proteinuria in children with sielde cell
disease. J Pediatr Hemasol Oncal. 2007:29(3):
140-144.

Passon RG, Howard TA, Zimmerman SA,
Schulrz WH, Ware RE. influcnce of bilirubin
uridine diphosphare—glucumnocylrmnsfcr;\xs
1A promoter polymorphisms on serum biliru-

Ethnicity & Disease, Volume 21, Spring 201]

26.

29.

bin levels and cholelithiasis in children with
sickle cell anemia. J Pediary Hematol Oncol.
2001;23(7):448-451,

 Haverfield EV. McKenzie CA, Forrester T, et

2. UGTLAL variation and gallscone formation
in sickle cell disease. Bload. 2005;105(3):
968-972.

Vilas-Boas W, Ceraueira BAV, Zanete AMD,
Reis MG, Barral-Neto M, Gonealves MS.
Arginasc levels and  their association  with
Th17-related cyrokines. soluble adhesion moj-
ccules (sHCAM-1 and sVCAM-1) and hemo-
lysis markers among steady-state sickle cell
anemia patients. Ann Hematol 2010;39:877—
382.

. Koshy M. Sickle cell discase and pregnancy.

Blood Reviews. 1993;9(3):157-164.

. Smith JA, Espeland M, Bellevue R, Bonds D,

Prown AK, Keshy M., Pregnancy in sickle cell
disease: experience of the Cooperative Study of
Sickle Cell Disease. Obsrer Gynecal. 1996
87(2):199-204.

Rahimy MC, Gangbo A, Adjou R, Degucnon
C. Goussanou S, Alihonou E. Effect of active
prenaral management on pregnancy outcome
in sickle ccll disease in an African setting.
Blood. 2000;96(5):1685-1689.

. Frempong T, Pearson HA. Newborn screening

coupled with comprehensive follow-up re-
duced early mortalicy of sickle cell disease
in Connecticut. Coan Med. 20077 1(1):9—
12,

AUTHOR CONTRIBUTIONS
Design concept of study: Zanertte, de Sousa

Gongalves, Bahia, Nogueira, Arruda

Acquisition of data: Zanette, de Sousa Gon-

¢alves, Bahia, Nogueira, Arruda

Data analysis and interpretation; Zanete, de

Sousa Gongalves, Bahia, Nogueira, Arruda

Manuscript draft: Zanete, de Sousa Gon-

calves, Bahia, Nogueira, Arruda

Statistical expertise: Zanerte, de Sousa Gon-

calves, Bahia, Nogucira, Arrada

Administrative: Zanexe, de Sousa Gongalves,

Rahia, Nogueira, Arruda

247

103



