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RESUMO

A doenga de células falciformes é uma anemia hemolitica cronica de carater
autossdmico recessivo, causada por uma mutagdo pontual no cromossomo 11. Esta
mutacdo provoca a substituicdo de um acido glutamico por uma valina na posi¢édo
seis da cadeia B da hemoglobina, fazendo com que ocorra a formacdo da

hemoglobina S dentro dos eritrécitos.

A sindrome de Gilbert ¢ causada pela insercdo de um dinucleotideo “TA” na
regido promotora do gene UGT1A1, ocasionando uma reducédo na atividade da UDP-
glucoronosil transferase, enzima responsavel pela conjugacéo da bilirrubina. Autores
descrevem uma possivel relacdo entre a anemia falciforme e a sindrome de Gilbert,

todavia faltam dados na literatura para confirmar esta hipotese.

O presente estudo avaliou o dinucleotideo TAg € TA7 na regido promotora do
gene UGT1A1 em pacientes com anemia falciforme e trago falciforme. Participaram
do estudo 65 pacientes, destes, 61 possuiam traco falciforme, sendo 14 homozigotos
(TA)e/(TA)s (19,6%), 32 homozigotos (TA)//(TA); (54%) e 16 heterozigotos
(TA)e/(TA)s (26,2%). Dos quatro pacientes com anemia falciforme trés eram
homozigotos para (TA)7/(TA); e um heterozigoto (TA)e/(TA);.

Os resultados encontrados nos pacientes com anemia falciforme séo
semelhantes aos dados descritos na literatura, todavia, estudos adicionais séo
necessarios para verificar se essa relacdo pode interferir nos niveis de bilirrubina

indireta, principalmente em pacientes com traco falciforme.

Palavras-chave: polimorfismo UGT1A; anemia falciforme; sindrome de Gilbert.




ABSTRACT

Sickle cell disease is a chronic hemolytic anemia, recessive autossomal,
caused by a mutation on chromosome 11. This mutation causes a substitution of a
valine for a glutamic acid at position six of hemoglobin B-chain, leading the

formation of hemoglobin S inside the red cells.

Gilbert's syndrome is caused by the insertion of a dinucleotide "TA" in the
UGT1A1l gene promoter region, causing a reduction in the activity of UDP-
glucoronosyl-transferase, the enzyme responsible for bilirubin conjugation. Several
authors have described a possible relationship between sickle cell anemia and
Gilbert's syndrome, however, consistent data to support this hypothesis are not

available in the literature.

This study evaluated the dinucleotide TAg and TA7 in the promoter region of
the UGT1A1 gene in patients with sickle cell anemia and sickle cell trait. This study
included 65 patients. Sixty one patients had sickle cell trait, 14 were homozygous
(TA)6/(TA)s (19.6%), 32 were homozygous (TA)7/(TA)7 (54%), and 16 heterozygote
(TA)s/(TA)s (26.2%). Between the four patients with sickle cell anemia, three were
homozygous for (TA)7/(TA); and one heterozygous (TA)e/(TA)7.

The results obtained with patients with sickle cell anemia are similar to data
described in the literature; however, additional studies are needed to verify if this
relationship may interfere with bilirubin levels, especially in patients with sickle cell

trait.

Keywords: UGT1AL polymorphism; sickle cell anemia; Gilbert's syndrome.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANEMIA FALCIFORME E TRACO FALCIFORME

O primeiro relato de um paciente com anemia falciforme (AF) ocorreu em
1910, através da observacao de hemécias na forma de foice no esfregaco sanglineo
de um jovem negro chamado Walter Clement Noel, natural de Granada e estudante
de odontologia do Chicago College of Dental Surgery. No ano de 1917, um
pesquisador chamado Emmel, visualizou, in vitro, a alteracdo da forma esférica da

hemacia para a forma de foice.” 2

O gene que causa a doencga falciforme € o gene S, originado no continente
africano ha aproximadamente 100 mil anos atras, com maior predominio na Africa
Equatorial, onde atinge até 3% da populacdo. Este gene encontra-se amplamente
distribuido em todos os continentes em funcdo da grande mistura étnica, mas as
causas que levaram a mutacdo da hemoglobina A (HbA) para hemoglobina S (HbS)

ainda nao foram totalmente esclarecidas.® *

A AF é caracterizada como uma doenca de caréater hereditario, com padrédo de
heranca autossdmico recessivo, e é a doenca hematolégica mais comum no mundo e
mais prevalente na populacdo brasileira, principalmente em regides localizadas ao

norte e nordeste do nosso pais.***

Atualmente muitas pessoas ao redor do mundo sdo portadoras dessa
hemoglobinopatia. Na Africa, nascem aproximadamente 300.000 criangas por ano
com mutacBes na sintese das cadeias globinicas, sendo que em torno de 200.000 séo
portadoras da doenca de células falciformes. Ja nos Estados Unidos, 72.000 criangas
apresentam clinicamente esta patologia e 2.000.000 de pessoas sdo portadoras deste

gene. A incidéncia de AF no mundo é tdo grande que ultrapassa outras desordens
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genéticas de carater e sintomatologias importantes, como a fibrose cistica e a
hemofilia. A AF é uma patologia que acomete com mais freqiiéncia a populacdo
afrodescendente, todavia ndo é uma doenca exclusiva desta raca, em funcdo da
grande miscigenacdo existente em nosso pais. Essa mistura de racas no Brasil
provocou uma grande mudanca cultural, social, e principalmente mudancas de
carater genético em nossa populacdo. A prevaléncia na populacéo brasileira como

um todo é de 0,04 %.> >

Em nosso pais, estima-se que a doenca de células falciformes acometa em
torno de 0,3% da populacdo negra, todavia, devido a grande miscigenacéo, valores
mais significativos podem ser observados em determinadas regides. Na cidade de
Salvador, por exemplo, 7,4 % das criancas afrodescendentes apresentam traco
falciforme, sendo esta prevaléncia maior do que em todo estado da Bahia, onde 5,5%

da populacio em geral sio portadoras do trago.™

Em 1947, Accioly, no Brasil, levantou a hipotese de que a falcizacdo ocorria
em virtude de mecanismos genéticos. Apenas em 1949 é que classificaram a doenca
em homozigose e heterozigose através das pesquisas realizadas por Nell e Beet. Em
1956, um pesquisador chamado Ingram, revelou o mecanismo bioquimico desta
patologia através da técnica de “fingerprint”, descrevendo que a anemia falciforme

ocorria em virtude da substituicdo de aminoécidos.*

Atualmente a AF constitui um problema de sadde puablica, em virtude da
grande prevaléncia e da morbimortalidade que esta doenca representa. No Brasil, 0
Ministério da Salde estima que existam mais de 2 milhGes de pessoas portadoras do
gene da HbS, e mais de 8.000 pacientes apresentam a forma homozigota da
hemoglobina. Além disso, estima-se um nascimento anual de aproximadamente 700
a 1.000 novos portadores desta hemoglobinopatia.’®*® A forma heterozigética da
doenca falciforme, isto €, o traco falciforme, ocorre com uma freqiiéncia de 6,9 —
15,4 % da populaco brasileira, dependendo da regido analisada.”’
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1.1.2 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A hemoglobina é a proteina responsavel pela oxigenacdo dos tecidos. Sua
estrutura é formada pelo grupamento heme que possui a capacidade de deter ou
liberar o oxigénio, quatro subunidades de cadeias globinicas, um par de cadeias do
tipo a, outro par de cadeias do tipo e um atomo de ferro. Cada cadeia globinica é
constituida por uma seqiiéncia de aminoacidos, sendo que as cadeias o possuem 141

aminoécidos e as cadeias p possuem 146 aminoécidos.! %

A producdo das cadeias de hemoglobina € controlada por um determinado
grupo de genes que estdo localizados nos cromossomos 11 e 16. O cromossomo 16 é

responsével pela producdo da cadeia o e 0 cromossomo 11 pela sintese da cadeia p."
2,21

Entre as hemoglobinas que o nosso organismo produz podemos citar a HbF
(azy2) que esta presente durante a vida intra-uterina e que ap6s 0 nascimento, vai
sendo substituida pela HbA (ai2f32) e pela HbA; (a28,), sendo que a HbA; encontra-se

em pequena quantidade na vida adulta.® 2

Na AF ocorre uma mutacdo pontual no cromossomo 11 que provoca a
substituicdo de uma base nitrogenada, onde uma adenina é trocada por uma timina no
sexto cédon do gene da hemoglobina B, provocando o surgimento de uma
hemoglobina de carater patoldgico. Essa troca de bases provoca a codificacdo
errbnea do aminoécido que, ao invés de codificar o &cido glutdmico, um &cido
carregado negativamente, ird codificar uma valina, um aminoacido neutro. A valina
por sua vez, ird se incorporar na posicdo seis da cadeia f da hemoglobina,
ocasionando mudancas na sua estrutura molecular, e conseqlientemente, o

surgimento da HbS." % 4% 2021

A HbS, através de alteragcdes bioquimicas em funcdo de mudancas na sua
estrutura, perde duas cargas elétricas por molécula de hemoglobina, apresentando
estabilidade e solubilidade prejudicada, além de uma grande tendéncia a formacéo de
polimeros, quando se encontra na forma desoxigenada. A partir destas alteracdes

ocorre a deformacdo da hemacia em forma de foice e o enrijecimento da sua
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membrana, provocando o surgimento de crises vaso-oclusivas nos mais variados

rgdos, dor, e muitas vezes, lesdes dos tecidos. ™ 4 10 12.20. 22,23

A transformacdo da hemécia da sua forma classica para a forma de foice
ocorre na presenca de baixas concentracdes de oxigénio. A oxi-HbS perde o oxigénio
transformando-se em deoxi-HbS. Essa por sua vez, formard pontes de hidrogénio
entre a valina que pertence a posicdo 1 da globina 3, e a valina mutante, que esta no
lugar do &cido glutdmico. Estas pontes de hidrogénio fazem com que ocorra uma
interagdo entre o aminodcido valina com o receptor fenilalanina e leucina na
molécula da globina BS. Esta interacdo causa a formagdo de polimeros de deoxi-
hemoglobina em um processo de enucleacdo, formando uma estrutura

multipolimérica no interior do eritrécito, e conseqiientemente, seu afoicamento.™ > *

O processo de polimerizacdo da hemoglobina S sofre interferéncias em
relacdo ao oxigénio, a concentragdo da HbS, temperatura e outras variantes de
hemoglobinas, sendo a HbA e a HbF as que possuem maior potencial inibitério da

polimerizacdo da HbS.?

A HbS pode apresentar-se na populacdo de duas formas, na forma
homozigota ou heterozigota. Os pacientes heterozigotos sdo chamados de portadores
do traco falciforme, sendo, na maioria das vezes, assintomaticos. Nestes pacientes, a
concentracdo de HbS é de aproximadamente 40%, sendo 0s outros 60 % constituidos
de HbA. Essa quantidade HbA impede que a hemacia adquira a forma de foice, salvo

em casos de hipdxia acentuada.” " *» **

Os pacientes que apresentam AF sdo homozigotos para a HbS e apresentam

sintomas clinicos caracteristicos da doenca.

1.1.1 Manifestagdes clinicas dos pacientes com Anemia Falciforme

A AF causa anemia hemolitica crénica, em fungéo do sequestro esplénico das
hemacias com morfologia alterada e conseqiientemente, a diminuicdo do tempo de

meia-vida circulante da hemacia, aumento da suscetibilidade a infeccdes,
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hiperbilirrubinemia indireta cronica, episodios vaso-oclusivos com les@es cronicas de
coragdo, pulmdo e rim, priaprismo, Ulcera de perna, sindrome aguda do térax e

calculo biliar,” 14 20.22:25,26

As crises vaso-oclusivas seguidas de infeccdes sdo responsaveis pela maioria
das internacGes dos pacientes portadores da doenca falciforme e pela grande
variedade de manifestacGes clinicas por eles apresentadas. Entre elas, acidente
vascular cerebral (AVC) ulceras nas pernas, sindrome aguda do torax (SAT),
insuficiéncia renal (IR), dor dssea aguda, etc. No entanto, as principais manifestaces

si0 as dores nos 0ssos longos.* > 1% 2520

Aproximadamente 5,2 % dos pacientes com AF apresentam episodios de
vaso-oclusdo, variando de 3-10 crises por ano, e com tempo de duracdo de uma
semana ou mais. Na presenca de crises vaso-oclusivas deve-se considerar o genotipo
do paciente, fatores hematoldgicos e endoteliais, pois juntos contribuem para o

desencadeamento das crises.?’

A SAT é outra sintomatologia decorrente da AF que esta envolvida em casos
de insuficiéncia respiratoria aguda e hipoxemia, além de tromboses e embolias
gordurosas por infarto da medula 6ssea. Essa manifestacdo clinica nos pacientes com
AF varia muito com a idade e conforme a causa que levou a esse quadro

caracteristico.> 1202528

A anemia hemolitica crbnica, proveniente do seqlestro esplénico, confere ao
paciente uma Hb em torno de 6-9 g/dL. Esta anemia pode ser proveniente do
seqliestro esplénico ou por uma infecgdo pelo parvovirus B19, o qual provoca uma
aplasia em poucos dias. Esses pacientes, além de apresentarem uma diminui¢do no
nimero das celulas vermelhas, também apresentam uma reticulocitopenia

associada.?®

Muitos pacientes portadores da doenca de células falciformes também
apresentam variages nos niveis de bilirrubina. Esta variacdo pode estar relacionada
com a anemia hemolitica crénica ou com outros fatores genéticos, como a presencga
do genotipo (TA)//(TA)7, caracteristico da Sindrome de Gilbert, que foi investigada

por Kalotychou e colaboradores em 2003.%°
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A formagdo de célculo biliar é outra sintomatologia que pode ser observada
em pacientes falciformes. Os célculos sdo formados atraves da destruicdo prematura
dos globulos vermelhos falcizados, acimulo dos seus precursores e precipitacdo dos

sais biliares.®

O gendtipo (TA)7/(TA); € outro fator relacionado com o aumento dos niveis
séricos de bilirrubina, mas ndo foi detectada uma relagdo com a formacéo de calculo
biliar em individuos mais jovens avaliados no estudo de Heverfield e colaboradores
em 2005. Além disso, 0s autores sugeriram que a composic¢do, o tamanho e outros
fatores genéticos podem estar relacionados com a formacéo de célculo biliar, e que
estes mesmos fatores interagem com os niveis elevados de bilirrubina em individuos

mais velhos que apresentam litiase biliar.*

1.1.2 Diagnostico laboratorial da anemia falciforme

Os exames laboratoriais utilizados para o diagnéstico da AF séo teste de
solubilidade, eletroforese em pH alcalino e &cido, eletroforese de hemoglobina,
focalizagdo isoelétrica e cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Individualmente, cada uma dessas técnicas apresenta vantagens e limitacGes uma

sobre as outras na separacdo das hemoglobinas pesquisadas.” ** 243!

Esses métodos diagnosticos permitem que as cadeias 3 globinicas possam ser
detectadas a partir da 112 e 122 semana de gestacdo, auxiliando no diagnostico pré-
natal da AF.°

A AF ¢ classificada em cinco diferentes genotipos, entre eles o gendtipo
Asiatico ou Indiano, Senegal, Benin, Bantu/CAR e Camardes. Os genotipos estdo
relacionados com o prognostico da doenca. Senegal e Asiatico apresentam grandes
concentracdes de HbF, conferindo um melhor prognostico em relagdo aos pacientes

gue apresentam o gen6tipo Bantu/CAR e Benin.» % *

Segundo Costa e colaboradores a incidéncia do genotipo Bantu representa

61% dos pacientes portadores da doenca falciforme no estado de Alagoas. Nesse
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mesmo estudo, onde os autores compararam o quadro clinico e laboratorial de um
determinado numero de pacientes com o gendtipo Bantu, pode-se observar que
houve uma variacdo dentro do mesmo subtipo, sendo que a idade, 0 sexo e 0s niveis

de HbA e HbF séo as variaveis que podem estar relacionadas.?®

No Brasil, os pacientes com anemia falciforme apresentam uma prevaléncia

maior de heterozigotos, sendo 66% do tipo Bantu, 32% de Benin e 2% de Senegal.®

Em virtude de a anemia falciforme ser considerada um problema de saude
publica no nosso pais, no ano de 2001 o MS (portaria n.822/01) incluiu a pesquisa de
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), o que
caracterizou um grande avanco para a populagdo brasileira, principalmente em
relacdo ao tratamento precoce que pode ser instituido e a grande melhora na

qualidade de vida dos pacientes.**

1.2 SINDROME DE GILBERT (SG)

A SG é uma patologia benigna de carater genético autossémico recessivo
responsavel pela diminuicdo da glucoronizagdo da bilirrubina, e conseqlientemente,
aumento da bilirrubina indireta. Esta patologia, segundo Bosman e colaboradores,
atinge cerca de 3 a 10 % da populacdo em geral, indo ao encontro dos achados de
Monaghan e colaboradores que relataram uma prevaléncia de 2 a 12 % da
populacdo.®>** Na Tabela 1 estdo apresentados os dados obtidos em alguns estudos

que avaliaram a relacdo do polimorfismo no gene UTGAL1AL com a SG.
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Tabela 1- Prevaléncia do gendtipo (TA)7/(TA)7 em alguns estudos realizados
avaliando a relacdo entre anemia falciforme (AF) e a sindrome de Gilbert.

n Idade Prevaléncia Local Autores Ano
(anos) (TA)A(TA),

12 - 100% Escocia Monaghan e 1996
colaboradores

4 3-8 0% Italia lolascon e 1999
colaboradores

115 3-19 46,1% USA Passon e 2001
colaboradores

3 62-72 100% Alemanha Ehmer e 2008

colaboradores

10 15-54 40 % Alemanha Bosma e 2009
colaboradores

A bilirrubina é um metabdlito toxico que se origina através do catabolismo do
grupamento heme das hemécias velhas, alem de também poder provir de uma
eritropoiese ineficaz das hemoproteinas. As hemacias velhas quando destruidas
liberam a hemoglobina, sendo esta convertida em biliverdina, monéxido de carbono
e ferro pela enzima heme-oxigenase. Em seguida, a biliverdina redutase converte a
biliverdina em bilirrubina, e esta se liga a albumina para ser transportada até o figado
onde sera conjugada com o acido glicurénico tornando-se hidrossoltvel e polar para

posteriormente ser secretada na bile.3 43

As manifestacdes clinicas desta sindrome ocorrem com mais freqiiéncia
depois da puberdade, onde se evidencia um aumento de bilirrubina indireta apds
jejum ou em associagdo com alguma outra patologia. Seu diagndstico geralmente

0corre ao acaso em exames laboratoriais de rotina.®® °

O defeito molecular que caracteriza esta sindrome esta relacionado com um
polimorfismo na regido promotora do gene UGT1A1. Nesta regido ocorre a insergéo
de um dinucleotideo “TA”, e conseqiientemente, a regido promotora denominada
“TATAA” com a inser¢a0 desta nova base ira originar sete repeticdes, isto €, (TA)7,

a0 invés de 6 repeticdes, (TA)s, 0 que € 0 mais comum. Esta insercdo faz com que
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ocorra uma diminuicdo da expressao do gene, assim como uma queda da atividade da

UDP-glucoronosil transferase em torno de 30 % em pacientes homozigotos. 3+ 444

A reducdo da atividade da UDP-glucoronosil transferase, assim como as
inser¢bes de um dinucleotideo na regido promotora do gene UGT1A1L, ndo explica
suficientemente as manifestacfes clinicas apresentadas pelos pacientes com SG.
Alguns autores sugerem que a presenca de outros fatores e desordens genéticas como
a Esferocitose Hereditaria, AF ou deficiéncia de G6PD, em associacdo com uma
diminuicdo da glucoronizacdo, seriam 0s responsaveis pelas manifestacGes clinicas

desta sindrome.30: 323441, 45, 46

1.3 POLIMORFISMO DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA UDP-
GLUCORONOSIL TRANSFERASE (UGT1A1)

Os pacientes portadores da AF sdo pacientes que apresentam grande
suscetibilidade a desenvolver litiase biliar, uma vez que esta hemoglobinopatia é
caracterizada por uma hemolise cronica, e os calculos biliares também sdo formados
pela destruicdo dos eritrocitos e acumulo dos seus precursores. Os pacientes mais
acometidos por célculos biliares sdo os portadores da AF e talassemia 3 pois sdo 0s

individuos que apresentam os maiores niveis de bilirrubina indireta.’

Em algumas etnias, algumas mutacGes ou inser¢fes relacionadas a regido
promotora do gene UGT1AL que codifica a enzima UDP-glucoronosil transferase
tem sido associada aos niveis elevados de bilirrubina e a formacdo de célculos

biliares em pacientes com AF e outras patologias.® 3 34

Como descrito anteriormente, a SG apresenta alteragdes moleculares na
regido promotora do gene UGT1Al, mais especificamente, insercdes de
dinucleotideos “TA” que alteram a estabilidade do gene, e conseqientemente,
diminuem a atividade enzimatica da UDP-glucoronosiltransferase, o que leva a uma

glucoronizacdo ineficiente da bilirrubina e seu aumento sérico.*>*

Kalotychou e colaboradores em 2003, mostraram que 0S pacientes que

apresentavam bilirrubina aumentada eram homozigotos (TA);/(TA)7, genotipo
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caracteristico da SG. Dos 27 individuos estudados, seis apresentavam AF, sendo que
0s niveis de bilirrubina estavam aumentados nos individuos com gendtipo
(TA)7/(TA);, e diminuidos naqueles com gendtipo (TA)s/(TA)s. Além disso, 0s
pesquisadores detectaram uma maior frequéncia de coledolitiase em pacientes com o
genotipo (TA)7/(TA)7.2° Esses autores concluiram que a associacio da SG com a AF
é decorrente da expressdao aumentada do gene UGT1Al1l quando o individuo é
homozigoto para (TA);/(TA)7, contribuindo para uma atividade reduzida da enzima
UDP-glucoronosiltransferase, e consequentemente, um aumento da bilirrubina
indireta, ou seja, que a hiperbilirrubinemia ocorreria em funcdo ndo apenas da
anemia hemolitica crbnica, caracteristica da doenca falciforme, mas também da

coexisténcia com a SG.%

Haverfield e colaboradores em 2005, também analisaram a variacdo do gene
UGT1AL1 e a formacgdo de calculo biliar em pacientes jamaicanos com doenca de
células falciformes. Os mesmos relataram que, além de estar relacionada com altos
niveis de bilirrubina sérica, a variacdo da regido promotora também pode estar
envolvida na formacao de calculo biliar em alguns pacientes mais velhos. Todavia,
individuos mais jovens ndo apresentaram a formagdo de célculo biliar relacionada a
freqiiéncia do alelo UGT1ALl. Esses autores ainda afirmaram que o tamanho e a
composicdo dos calculos biliares, além dos fatores genéticos, também poderiam

influenciar nos niveis elevados de bilirrubina.*

1.4 CALCULO BILIAR E INTERVENCAO CLINICA NOS PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME

Aproximadamente 50% dos pacientes com AF apresentam niveis elevados de
bilirrubina indireta. Estes niveis elevados provocam a formacgdo de célculo biliar,
sendo a colelitiase uma das consequiéncias de crises abdominais e eventos de vaso-

oclusdo.®

A principal intervencdo nos pacientes com AF que desenvolvem célculo biliar
é a colecistectomia, todavia, h& controvérsias na literatura quanto a sua

aplicabilidade. Walker e colegas acompanharam pacientes assintomaticos ao longo
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de 25 anos e concluiram que a intervencdo cirurgica deve ocorrer apenas nos
pacientes sintomaticos, assim como a procura de célculos biliares por ultra-

sonografia.*’

Alguns autores divergem quanto a aplicabilidade da colecistectomia em
relagdo aos pacientes assintomaticos, uma vez que 0S mesmos estariam expostos a
um procedimento cirurgico, situacdo que pode provocar a falcizacdo de eritrdcitos,
assim como o desenvolvimento de crises hemoliticas. Além disso, apesar de existir
todo cuidado pré-operatério desses pacientes, ainda existem 25 % de chances de

esses pacientes irem a 6bito.**

Holcomb e Holcomb sdo a favor da colecistectomia em pacientes
assintomaticos, devido ao risco de migracdo desses calculos para outros tecidos. Os
autores alegam que a morbidade desses pacientes que sdo submetidos ao
procedimento cirurgico é baixa em relacdo as situacdes de urgéncia que 0S mesmos

jé observaram.>®

A destruicdo aumentada dos eritrocitos nas anemias hemoliticas, como é o
caso das hemoglobinopatias resulta na hiperbilirrubinemia crénica. Como
consequéncia desse aumento na produgéo de bilirrubina, uma proporcéo significativa
dos pacientes com anemia falciforme desenvolve colelitiase. Alguns autores sugerem
uma possivel associagdo entre o polimorfismo do gene UGT1Al e a ocorréncia de
colelitiase nos pacientes com AF.% > Embora, estes estudos sugiram que a SG esteja
relacionada a apresentacdo da coledolitiase, faltam trabalhos na literatura que
elucidem seu papel na formacgdo e na manifestacdo clinica deste processo ou achado
clinico na AF.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a prevaléncia do polimorfismo TAg, TA; e da Sindrome de Gilbert
em pacientes com Anemia Falciforme que freqiientam o ambulatério de Hematologia
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e do Hospital Nossa Senhora da Conceicao, assim
como em pacientes com Trago Falciforme que possuem registro no Banco de Sangue

dos mesmos hospitais, ambos da cidade de Porto Alegre.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

» Descrever as frequéncias génicas e genotipicas da regido promotora do
gene UGT1AL nos pacientes com Anemia e Traco Falciforme.

» Verificar se ha associacdo entre o polimorfismo da regido promotora do
gene UGT1AL, caracteristico da Sindrome de Gilbert, nos pacientes com

Anemia e Tracgo Falciforme;
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos 65 pacientes, quatro com anemia falciforme e 61 com traco
falciforme, provenientes do ambulatério de hematologia e do banco de sangue do
Hospital Nossa Senhora da Conceicdo e Hospital Sdo Lucas da PUCRS, ambos da
cidade de Porto Alegre. Destes, 44 pacientes eram do sexo masculino e 21 do sexo

feminino, com idade entre 7 e 45 anos.

As amostras de sangue foram coletadas por puncdo periférica em tubos
contendo EDTA e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos. Apdés a centrifugacéo, a
camada contendo os leucdécitos foi transferida para tubos de 1,5 mL, seguido de
lavagem com PBS. As células foram ressuspensas com 300 uL de PBS seguido da
adicdo de 600 uL de Brazol™. Posteriormente, foram adicionados 120 uL de
cloroférmio seguido por centrifugacéo a 20.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e 0 DNA presente na porcao aquosa foi precipitado
pela adicdo de 0,7 vezes o volume de isopropanol refrigerado, e incubado a -20 °C
overnight. Apo6s, a amostra foi centrifugada a 20.000 x g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 0 DNA ressuspenso com 50 uL de &gua ultra pura

deionizada e esterilizada e armazenado a - 20°C.

A mistura da reacao foi preparada com tampé&o de reacdo 10x, 3 mM
de MgCl,, 50 mM de dNTPs, 20 pmol do oligonucleotideos direto: 5'-
AAGTGAACTCCCTGCTACCTT-3' e reverso: 5'-
CCATCAGGAACACTGGTATCT-3’, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 2 ng of DNA e ajustado para um volume final de 50 uL com &gua
MilliQ. As amostras foram submetidas a 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 55°C por
40 segundos, 72°C por 40 segundos e um ciclo final a 72°C por 10 minutos. O
produto da reacdo do PCR foi visualizado apos eletroforese dos amplicons em gel de

poliacrilamida a 18 % sob luz ultravioleta.
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As freqiiéncias génicas e genotipicas do gene UGT1A1 nas amostras
estudadas foram calculadas a partir da equacéo p*+ 2pq + g° = 1. Para o calculo das
frequiéncias génicas foi utilizada a equacéo: p+qg=1. Apos o calculo das respectivas
frequéncias, foi verificado se a populacdo estudada encontrava-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg. As freqliéncias genotipicas observadas e as freqiiéncias genotipicas
esperadas foram avaliadas atraves do teste do qui-quadrado. As diferencgas
estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05 com um intervalo de

confianca de 95%.
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4 RESULTADOS

Entre os 61 paciente com traco falciforme, 14 eram homozigotos para o alelo
de 73pb (TA)/(TA)s (22,6%), 32 eram homozigotos para ao alelo de 75 pb
(TA)7/(TA); (51,6%) e 16 pacientes heterozigotos (TA)e/(TA)7 (25,8%). Entre os
quatro pacientes com anemia falciforme, trés eram homozigotos para (TA)7/(TA); e
um paciente heterozigoto (TA)e/(TA)7.

Na tabela 2 estdo descritos a distribuicdo das freqiiéncias genotipicas

encontradas nas amostras investigadas.

Tabela 2 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas

Anemia falciforme  Traco Falciforme

Polimorfismo UGT1Al (n=4) (n=61)
- & e
(TA)6/(TA)s (0%) (21%)
1/4 16/61
(TA)e/(TA); (25%0) (26%0)
3/4 32/61
(TA)A(TA), (75%) (52%)
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A tabela 3 apresenta a distribuicdo alélica que foi observada na populagdo em
estudo.

Tabela 3 — Distribuicdo da frequéncia alélica

Polimorfismo Anemia falciforme  Traco Falciforme
UGT1Al (n =4) (n = 61)
S
(TA); 12% 36%

(TA)s 88% 64%
P n.a 0,0005

n.a.: ndo se aplica

O alelo (TA)s foi 0 mais freqliente no grupo com anemia falciforme (88%) e
traco falciforme (64%). Ao aplicar o teste de Hardy-Weinberg observou-se que a
populacdo com traco falciforme ndo se encontra em equilibrio para o polimorfismo
do gene UGT1AL. Em relacdo aos quatro pacientes com anemia falciforme, ndo se
pode verificar se a populacdo encontrava-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, uma
vez que este teste ndo se aplica em estudos que apresentam menos do que cinco
participantes por grupo.
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5 CONCLUSAO

Na literatura existem muitas publicacdes relacionando o polimorfismo do
gene UGT1AL em pacientes com anemia falciforme, mas ndo ha nada em relacdo aos
pacientes com traco falciforme, que também podem apresentar complicacOes

clinicas.

Os pacientes com traco falciforme normalmente ndo sdo alvo de estudo e
pesquisa por ndo serem considerados pacientes clinicamente comprometidos, e
pouco se sabe sobre polimorfismos ou alteragdes genéticas que os mesmos podem
apresentar. Talvez a associacdo com a Sindrome de Gilbert ou qualquer outra
patologia de base genética possa contribuir para a manifestacdo ou complicacbes
clinicas que esses pacientes possam vir a apresentar em determinadas situacfes ao
longo da vida. Todavia, estudos adicionais sao necessarios para melhor compreender

esse mecanismo nos pacientes com trago e anemia falciforme.

A comparacdo de dados clinicos com os gendtipos, como o realizado neste
estudo, seria o ideal para verificar se realmente existe alguma relacdo entre o
genotipo do paciente e as manifestacBes clinicas, sejam elas mais evidentes ou néo.
Caso comprovada esta relacdo, a investigacdo genotipica podera auxiliar na conduta

clinica destes pacientes.
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Abstract

Gilbert's syndrome is a pathology characterized by the insertion of a TA dinucleotide
in promoter region of the UGT1Al gene, causing a deficiency in bilirubin
conjugation and consequently, and increased serum levels. This study evaluated the
insertion of a TA dinucleotide in patients with sickle cell anemia (SCA) and sickle
cell trait (SCT) by PCR. From the 65 patients included, 61 had sickle cell trait, and
from these, 14 were homozygous (TA)s/(TA)s (19.6%), 32 homozygous (TA):/(TA);
(54%) and 16 heterozygous (TA)s/(TA)s (26.2%). Of the four patients with SCA,
three were homozygous for (TA)7/(TA); and one heterozygous for (TA)e/(TA)7. The
results showed that patients with SCT may also exhibit polymorphism for the
UGT1A1 gene, and the findings in patients with sickle cell anemia corroborate with
data from the literature. Additional studies are needed to determine if these findings
are related to the increased serum levels of bilirubin, especially heterozygous patients
for this hemoglobinopathy.

Keywords: UGT1A1 polymorphism, sickle cell anemia, Gilbert's syndrome,
hemoglobinopathy.
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Introduction

Hemoglobin is the protein responsible for tissue oxygenation. Its structure is
formed by the heme group which has the ability to retain or release oxygen. It has
four subunits of globin chains, a pair of a-chains, a pair of 3- chains and an iron
atom. Each globin a-chain contains 141 amino acids each, and the B-chain have 146
amino acids.[1]

Among all the hemoglobins produced by the human body we can mention
fetal hemoglobin (o2y2) which is present during intrauterine life. After birth, fetal
hemoglobin is replaced by Hb A (a2B2) and Hb A; (a252), but Hb Az is only found in
small amounts in adults. Hemoglobin S (a,f°,) is typical of sickle cell anemia and it
is a mutation of Hb A that occurred thousands of years ago.[1, 2]

Sickle cell disease affects more frequently the African descent ethnicity
however; it is not exclusive to this ethnicity.[3-8]

Currently, sickle cell anemia is a public health problem due to its high
prevalence and morbidity. The Ministry of Health estimates there are more than 2
million people carrying Hb S gene, and in Brazil, more than 8,000 patients are
homozygous. Moreover, it is estimated that one in every 700-1000 births per year
have this hemoglobinopathy.[4, 9-11]

Sickle cell anemia is characterized as an autossomal recessive pattern and it is
the most common and prevalent hematologic disorder in Brazilian population,
especially in the north and northeast regions.[10, 12-18] It is estimated that sickle
cell disease affects around 0.3% of black population; however, because of the great
miscegenation higher frequencies can be observed in some locations. In Salvador
city, for example, 7.4% of African descent children have sickle cell trait, and this
prevalence is greater than the whole state of Bahia, where 5.5% of the general
population are carriers of the sickle cell trait.[19]

The mutation which causes SCA occurs on chromosome 11 due to a single
base replacement, an adenine by a thymine at the sixth codon of hemoglobin  gene,
leading to the expression of the pathological hemoglobin. This missense mutation
causes a substitution of a glutamic acid, a negatively charged amino acid, by a valine,
a neutral amino acid [1, 10, 18, 20-22] in the sixth position of the hemoglobin -

chain causing changes in molecular structure. [2, 7, 15, 17, 22] Through biochemical




Anexo I -Artigo Original 38

and structural changes, hemoglobin S loses two electric charges per hemoglobin
molecule, affecting its stability and solubility, and a great tendency to polymer
formation when it is at the deoxygenated form. These changes cause red blood cells
deformation and harden its membrane, causing vaso-occlusive crises in various
organs, pain and often, tissue damage.[1, 10, 18, 20-23]

The Hb S can be presented in two forms in the population: as homozygous or
heterozygous. The heterozygous, or carriers of the sickle cell trait, are most often
asymptomatic. There are an estimated 300 million people around the world carrying
the sickle cell trait. In the U.S.A 6-9% of the African descendents has a mutated gene
for hemoglobin S, and other ethnic groups it varies between 0.01% to 0.05%.[6] In
these patients, the concentration of Hb S is approximately 40%, and the remaining
60% consists of Hb A which prevents the red blood cells to acquire sickle-shaped,
except in situations as high altitudes and physical activity that can increase the
sickling process.[3, 24-27]

The diagnosis of patients with sickle cell trait was considered so important
that in June 2009 the "National Collegiate Athletic Association™ from The U.S.A has
determined that all members should be submitted to a blood test to diagnose sickle
cell trait, on account of the clinical complications that they may present in situations
of intense exercise.[6]

Sickle cell anemia is classified into five different haplotypes, among them are
the Asian or Indian, Senegal, Benin, Bantu/CAR, and Cameroon. The haplotypes are
associated with disease prognosis. Senegal and Asian have higher concentrations of
fetal hemoglobin, with a better prognosis when compared to patients with the
Bantu/CAR, and Benin haplotypes.[1, 18, 28] In Brazil, patients with sickle cell
anemia have a higher prevalence of heterozygous haplotypes, 66% of the Bantu type,
32% Benin, and 2% Senegal.[28]

Patients with sickle cell anemia are homozygous for hemoglobin S and they
show clinical symptoms, such as chronic hemolytic anemia, susceptibility to
infections, vaso-occlusive episodes with heart, lung and kidney chronic damage,
priapism, gallstones, etc.[12, 21, 22, 29-31] Many patients with sickle cell disease
present variable bilirubin levels, which variation may be related to chronic

hemolytic anemia and other genetic factors such as the presence of (TA)//(TA);
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genotype, a characteristic of Gilbert's syndrome, a benign disorder that affects 3-12%
of the population.[32]

The aim of our study was to evaluate the prevalence of genotype (TA)//(TA)7,
(TA)6/(TA)s and (TA)s/(TA)7 in patients with sickle cell anemia and sickle cell trait.
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Patients and Methods

It was included 65 patients, four with sickle cell anemia and 61 carriers of the
sickle cell trait, from the outpatient hematology clinic and Blood Bank of Hospital
Nossa Senhora da Concei¢do and Hospital Sdo Lucas of PUCRS, both in Porto
Alegre. From these, 44 patients were male and 21 female, aging between 7 to 45
years.

Blood samples were collected by peripheral vein puncture in tubes containing
EDTA which were centrifuged at 5,000 rpm for 5 minutes. After centrifugation, the
layer containing the leukocytes was transferred to 1.5 mL tubes and washed with
PBS. Cells were resuspended with 300 uL of PBS followed by the addition of 600 p
L of TRIzol® LS (Invitrogen, Carlsbad, CA). After 10 minutes incubation at room
temperature, 120 uL of chloroform was added followed by centrifugation at 20,000 g
for 10 minutes. The supernatant was transferred to a new tube and the DNA present
in the aqueous phase was precipitated by adding 0.7 times the volume of cold
isopropanol and incubated at -20°C overnight. After the sample had been centrifuged
at 20,000 g for 10 minutes, the supernatant was discarded and the DNA pellet was
resuspended with 50 pL ultrapure deionized and sterilized water and stored at -20°C.

The polimerase chain reaction mixture was prepared with 10x reaction buffer,
3mM of MgCl,, 50 mM of dNTPs, 20 pmol of forward: 5'-
AAGTGAACTCCCTGCTACCTT-3' and reverse: 5'-
CCATCAGGAACACTGGTATCT-3” primers, 1 U of Taq DNA polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and 2 ng of DNA and adjusted to a final volume of 50 uL
with ultrapure deionized and sterilized water. The samples were subjected to an
initial cycle at 95°C for 5 minutes followed by 30 cycles at 95°C for 30 seconds,
55°C for 40 seconds, 72°C for 40 seconds and a final cycle at 72°C for 10 minutes.
The amplicon was separated on 18% PAGE at 80 V for one hour and 45 minutes.

Genotypes frequencies of the UGT1AL gene in the studied samples were
calculated from the equation p?+2pg+g°=1. The gene frequencies were calculated
according to the formulae: p+qg=1.. Observed and expected genotype frequencies
were evaluated using the chi-square test according to Hardy-Weinberg equilibrium.
Statistical differences were considered significant when p <0.05 with a 95%

confidence interval.
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Results

Among the 61 patients with sickle cell trait, 14 were homozygous for the
allele 73pb (TA)s/(TA)s (22.6%), 32 were homozygous for the allele of 75bp
(TA)7/(TA); (51.6%) and 16 were heterozygous (TA)s/(TA)7 (25.8%). Among the
four patients with sickle cell disease, three were homozygous for (TA);/(TA); and
one patient was heterozygous (TA)e/(TA);.

Table 1 shows the distribution of genotype frequencies found in patients with

sickle cell anemia or trait.

Table 1. Distribution of genotype frequencies in patients with sickle cell anemia or

trait.

UGT1AL1 polymorphism Sickle cell anemia Sickle Cell trait

(n=4) (n=61)
(TA)s/(TA)s 0 (0%) 14 (21%)
(TA)s/(TA); 1 (25%) 16 (26%)
(TA)7/(TA), 3 (75%) 32 (52%)

Table 2 shows the allelic distribution observed in the studied population.

Table 2 - Distribution of allele frequency in patients with sickle cell anemia or trait.

UGT1A1l Sickle cell anemia Sickle Cell trait
polymorphism (n=4) (n=61)

(TA) 88% 64%

(TA) 12% 36%

p n.a. 0,0005

n.a.: not applicable.
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The (TA)s allele was the most frequent one in sickle cell anemia group (88%)
and in sickle cell trait (64%). By applying the test of Hardy-Weinberg equilibrium, it
was observed that people with sickle cell trait are not in balance for the UGT1Al
polymorphism. In the four patients with sickle cell anemia we could not verify if the
population was in Hardy-Weinberg equilibrium since this test should not be apply to
studies with less than five samples.
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Discussion

The molecular alteration that characterizes Gilbert's syndrome is related to the
polymorphism in the promoter region of UGT1AL gene, more specifically, in the
"TATA-box" region, where there is an insertion of a “TA” dinucleotide. Instead of
the usual six repetitions, there is two more bases TA which causes a decrease of
UDP-glucuronosyltransferase gene expression and transcription, and consequently,
around 30% decline of its activity in homozygous patients.[4, 9, 33-35] Often, the
clinical manifestations of this syndrome occur after puberty which shows an increase
in indirect bilirubin after fasting or in combination with some other pathology.
Usually, Gilbert Syndrome diagnosis occurs by chance in routine laboratory
tests.[11, 33]

Physiologically, UDP-glucuronosyltransferase catalyzes the transfer of a
glucuronic acid to the bilirubin molecule, forming a monoglucuronide and later the
diglucuronide bilirubin, that is secreted into bile.[25, 36] This enzyme is controlled
by the promoter region of UGT1AL gene, however, mutations that causes insertions
in this region, in some ethnic groups, have been associated with high bilirubin levels
and gallstone formation in patients with sickle cell anemia and other diseases, such
as G6PD deficiency, hereditary spherocytosis and Crigler-Najjar type 1 and I1. [9, 13,
26, 37] Decreased activity of the promoter region of UGT1Al gene has been
associated with increased TA repeats.[27, 38]

The genotype (TA)//(TA); is observed in many ethnic groups, and its
frequency in Caucasians is 0.36-0.43, 0.35-0.43 in Africans, and 0.15 in Japanese.
Furthermore, homozygous individuals have decreased transcription levels, up to 1/3
of transcription levels found in homozygous for the genotype (TA)s/(TA)s.[38]

The genotype (TA)s/(TA)s is typical of patients without the TA insertion. The
analysis of 61 patients with sickle cell trait revealed that only 14 individuals did not
have the TA insertion. This observation can also be considered in patients with sickle
cell anemia, from the four patients who participated in this study none had genotype
(TA)s/(TA)s. However care should be taken when considering our data regarding
patients with sickle cell anemia due its small number.

The frequency of the genotype (TA)s/(TA); was similar in patients with sickle
cell trait and sickle cell anemia. It would be interesting to evaluate whether the

heterozygote form may contribute significantly to the increase of indirect bilirubin in
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both groups and analyze whether there is a relationship between the polymorphism
and this hemoglobinopathy.

The most prevalent polymorphism in sickle cell traits was (TA)//(TA)7,
representing 52% of patients included in this investigation, however it is still
necessary to evaluate whether the presence of this polymorphism has any clinical
implication, since these patients are usually asymptomatic. Although the number of
patients with sickle cell anemia was relatively small when compared to patients with
sickle cell trait, it has been observed that the genotype (TA);/(TA); was the most
frequent, corroborating with data described in the literature. This finding shows that
these patients are not only carrier of the sickle cell disease but also they possess the
dinucleotide insertion on the promoter region of UGT1AL gene.

According to Bosma and Monoghan, individuals with (TA)7/(TA); have
higher bilirubin levels than those with genotype (TA)s/(TA); and (TA)s/(TA)s.
Furthermore, the presence of genotype (TA)//(TA); is important to support the
interpretation of this metabolite level which is also higher in patients with other
genetic alterations, such as beta-thalassemia and G-6-PD-deficiency.[11, 39, 40]

Several studies have reported a higher levels of bilirubin in individuals with
(TA)//(TA); when compared to (TAy/(TA); and (TA)e/(TA)s genotype. Also,
gallstones formation, as described by Passon and cols, and choledocholithiasis
occurred more frequently in patients with (TA)7/(TA); genotype. [31, 32, 37]
Although these studies suggest that Gilbert's syndrome is related to the appearance of
choledocholithiasis, there are few studies in the literature to elucidate its role in the
formation of gallstones and symptoms in patients with sickle cell anemia. Indeed,
there are many studies relating UGT1A1 polymorphism gene in patients with sickle
cell anemia, but there is none available comparing patients with sickle cell trait,
which may also have clinical complications.

Patients with sickle cell trait are usually not subject to investigations because
they are not considered clinically compromised; therefore little is known about its
polymorphisms and the genetic alterations.

The comparison between clinical data and genotypes, as realized in our study,
would be valuable to verify if there is any relationship between the patient genotype
and the clinical manifestations, regardless its intensity, and the outcome could help

patients clinical management.
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Anemia Falciforme é uma doenca hematologica (doenca do sangue) que acomete
muitas pessoas ao redor do mundo, e algumas das conseqliéncias dessa patologia € a
formacéo de célculo biliar, o aumento de bilirrubina indireta no sangue, crises vaso-
oclusivas e Sindrome Aguda do Térax. Alguns estudos sugerem que outras mutaces
genéticas também podem estar associadas com as complica¢cGes mencionadas acima.

Por este motivo vocé estd sendo convidado a participar dessa pesquisa que ira
verificar se 0s pacientes com Anemia e Traco Falciforme que freqientam o
ambulatério do Hospital e que possuem
perfil para Trago Falciforme no Banco de Sangue dos mesmos podem apresentar
outras mutagdes genéticas além da mutacdo que caracteriza a Anemia Falciforme.

O estudo ndo oferece maiores riscos, exceto a coleta de 3 mL de sangue que sera
realizada por puncdo venosa. A interpretacdo e resultados serdo fornecidos em
consulta no Ambulatério de Hematologia dos respectivos hospitais participantes
dessa pesquisa, locais onde rotineiramente s&o encaminhados 0s pacientes com
diagnostico para Anemia e Traco Falciforme. Portanto, ao concordar em participar
do estudo, o paciente ndo sofrera nenhum prejuizo na assisténcia médica, e se
resolver ndo participar mais do projeto, também ndo haverd alteracdo no
acompanhamento ja elaborado.

Além disso, ndo havera nenhuma forma de reembolso de dinheiro, ja que com a
participacdo da pesquisa 0 paciente ndo terd gastos. Essa pesquisa espera contribuir
para uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos que estdo envolvidos na
clinica dos pacientes com Anemia Falciforme, visando beneficios na sua qualidade
de vida.

Eu, (paciente ou responsavel) fui
informada dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi
informacBes a respeito do diagnostico e esclareci minhas davidas. Sei que em
qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e modificar minha decisdo se
assim o desejar. A Mestranda Liana Antunes certificou-me que todos os dados
obtidos serdo confidenciais e utilizados apenas para essa pesquisa, bem como o meu
acompanhamento e tratamento, ndo serdo modificados em razdo da mesma, além
disso, terei liberdade de retirar meu consentimento de participacdo em face destas
informac@es. Caso tiver novas perguntas sobre o estudo posso contatar a Dra. Denise
Cantarelli Machado pelo telefone (51) 9336-2585, a Mestranda Liana Antunes pelo
nimero (51)9766-0612 e o Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS pelo telefone
(51)3320-3345, assim como o Dr. Vitto Giancristoforo dos Santos, coordenador do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Nossa Senhora da Conceicéo pelo nimero
(51) 3357-2407. Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

I/
Assinatura do Paciente Nome Data
/I
Assinatura do Pesquisador Nome Data
Este formulario foi lido para (nome do paciente) em
I pelo (nome do pesquisador)
enquanto eu estava presente.
/

Assinatura da Testemunha Nome Data




