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_Introdugéo
A compreensdo da causa e mecanismo das doencas complexas

(multifatoriais) frequentes pode beneficiar largamente do estudo
de doencgas mendelianas (monogeénicas) raras devido a sua relati-
vamente mais simples etiopatogénese. A drepanocitose é uma
anemia crénica monogénica, autossémica recessiva, clinicamente
heterogénea, caraterizada por episddios graves e recorrentes de
vaso-oclusao e infecdo e por hemolise cronica. A apresentacao,
0 curso e o desfecho da doenga dependem de determinantes am-
bientais, comportamentais e genéticos. A hemolise intra- e extra-
vascular esta na origem de algumas das complicagdes da doenca,
especialmente devido a consequente alteragao na biodisponibilida-
de do ¢xido nitrico (NO). Entre os chamados sub-fendtipos hemoli-
ticos da drepanocitose incluem-se o AVG, a hipertensao pulmonar,
0 priapismo, as Ulceras de perna e a colelitiase (!

_Objetivos

Para identificar preditores precoces de vaso-oclusdo na drepa-
nocitose, estudamos a associacdo entre trés biomarcadores de
hemolise e a heranca de variantes genéticas em genes candida-
tos relacionados com o nivel de hemoglobina fetal (HbF), a adeséo
vascular dos eritrdcitos, o tonus vascular e, ainda, um determinan-
te alfa-talassémico numa série de doentes pediatricos seguidos
longitudinalmente.

_Material e métodos
Participantes: 99 doentes pediatricos com drepanocitose ho-

mozigotica (SS) seguidos em dois grandes hospitais gerais da
area metropolitana de Lisboa, 97% dos quais de origem sub-

sariana. l[dade a entrada no estudo (mediana): 9,9 anos. Tempo de
seguimento/doente (mediana): 5,0 anos. Foi obtido consentimen-
to informado dos representantes legais dos participantes.

Caraterizacdo fenotipica: Os dados clinicos, hematoldgicos e bio-
quimicos, incluindo os relevantes para este estudo (Hb, LDH, bilir-
rubina total, reticuldcitos), foram colhidos retrospetivamente nos
processos clinicos dos doentes.

Genotipagem: Realizada em DNA genomico total isolado de leucd-
citos do sangue periférico por varias técnicas baseadas na PCR.
Foram caraterizadas 41 variantes genéticas (34 SNP, 6 indel, 1
STR), com frequéncia do alelo minor > 0,05 na populagé&o de doen-
tes, nos loci seguintes: BCL11A, CD36, EDN1, HBA, agrupamento
HBB (incluindo HBG2), ITGA4, HMOX1, NOSS3, THBS1 e VCAMI.
Todas as distribuiges genotipicas se encontravam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. A partir dos genétipos obtidos foram inferidos
105 haplotipos (PHASE). No entanto, apenas 0s 51 com frequéncia
> 0,02 foram considerados na andlise estatistica.

Colheita e analise de dados: Foi construida uma base de dados
demograficos e clinicos. Os estudos de associacdo entre gendti-
pos nos loci candidatos e biomarcadores de hemdlise foram rea-
lizados através de testes paramétricos (LDH, bilirrubina total) ou
nao-paramétricos (reticulécitos) com subsequente corregao para
comparagdes mdltiplas (2). Foram assumidos diferentes modelos
de hereditariedade.

Resultados

Foram colhidos dados demogréficos e clinicos relativos a 557
pessoa*ano, incluindo 738 crises (530 vaso-oclusivas, 466 infecio-
sas, 143 anémicas). No entanto, neste estudo apenas as observa-
coes inter-crise foram consideradas por serem as que mais bem
representam uma complicac&o cronica da doenca como é a he-
molise. Os resultados obtidos revelaram uma associagao entre 0s
marcadores de hemolise e (i) variantes em dois genes relacionados
com a adesao dos drepandcitos ao endotélio vascular (VCAMY,
CD36), (i) uma variante do NOSS3, o produto do qual gera NO nas
células endoteliais implicadas no ténus vascular e (i) um determi-
nante alfa-talassémico, um notério modificador da gravidade da
drepanocitose (Quadro 1 e Gréfico 1).
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Quadro 1: [1 Associagdo entre variantes de genes candidatos e marcadores de hemdlise na drepanocitose.

Marcadores de hemolise®

Referéncia
da variante
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2° série

Alelo ou
haplétipo

Presenca do alelo

ou haplétipo

Ndmero de
pacientes

Bilirrubin total

Contagem de

associado associado rl;g;isﬂ[l)% p (mg/dL) P reticuldcitos (%) 14
* média+DP média+DP
rs3783613 G/C C
o o N sim 12 1270,6+279,3
VCAM1 rs3176878 T ~
-gene &1 p=0,002
rs3783615 AT A T
nao 49 926,6+348,4
rs3176879 A/G A
rs1409419 C/T C
rs3917024 o T AR
(Hapl 9/Hapl X)° 4 1,65+0,05
rs3917025 TC/delTC delTC >
VCAM1- =
promotor rs3783597 C/G G § p<0,001
rs3783598 TG T Homozigotia
(Hap! 9/Hapl 9; 88 2,5040,43
rs1041163 T/C c Hap! X/Hapl X)
rs3783599 C/T T
sim 45 13,06+0,80
CD36 rs1984112 A/G G p=0,001
nao 50 9,26+0,56
sim 90 2,41+0,42
NOS3 rs2070744 c/T T - p<0,001
néo 2 5,18+0,01
sim 41 2,04£0,40
Nao- = p=0,002
nao 52 2,80+0,40
HBA n/a del/del del 3,7kb *
7Kl sim 42
3,7kb 8,77+0,48 <0,001
néo 53 13,21£0,73

8 A primeira posicao representa o alelo ancestral

b 0s niveis individuais dos pacientes sdo médias dos valores inter-crise medidos ao longo do periodo de seguimento

¢ Hapl X = Nao-hapl 9

Grafico 1: [ Numero de pacientes com drepanocitose com (+) ou sem (-) uma variante genética em (A) VCAM1, (B) HBA e NOSS3, or (C)
CD36 e HBA com os niveis de, respetivamente, a LDH sérica, bilirrubina total e contagem de reticuldcitos nos dois quartis

extremos (Q1, Q4).
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_Discusséo
A hemolise cronica € um trago distintivo do curso clinico da drepa-

nocitose. Neste estudo demonstramos uma associacao estatistica-
mente significativa entre pardmetros bioquimicos ou eritrocitarios
correlacionados com diferentes estadios do fendtipo hemolitico e
determinantes genéticos da adeséo celular, metabolismo do NO e
alfa-talassémia.

Moléculas de adesao (VCAM1, CD36): A adesao dos drepandcitos
ao endotélio vascular & um fator critico na patogénese da drepanoci-

tose.
Considerando um marcador proximal de hemolise (LDH sérica), foi

testada a hipétese de que as variantes observadas no locus VCAM1
(tanto no promotor como no gene) possam ser modificadoras do fe-
nétipo drepanocitico. Foram j& identificadas variantes hiperativas do
promotor (predisponentes para vaso-ocluséo) e, na variante intra-gé-
nica G1238C, o alelo C foi associado a protecdo contra AVC. Neste
estudo, o VCAM1_gene_haplétipo 7 (que inclui o referido alelo C) foi
associado a niveis mais elevados de LDH e, potencialmente, a um
fendtipo hemolitico mais grave. Estas observagbes aparentemente
contraditérias poderao resultar de um papel dual da variante G1238C
na etiologia molecular do AVC e da hemolise e/ou a modulagéo do
fendtipo pelas outras trés variantes que definem o haplétipo. Consi-
derando um outro marcador de hemolise (bilirrubina total), foram ob-
servados niveis mais baixos em associagdo com a heterozigotia para
o VCAM1_promotor_haplétipo 9. Este achado constituird mais um
exemplo do efeito protetor proporcionado pelo estado de heterozigo-

tia para uma variante genética (vantagem do heterozigoto) (% 4).
Verifica-se que os reticulécitos e eritrdcitos nos doentes drepanoci-

ticos tém uma expressao de CD36 superior aos individuos controlo.
Por outro lado, sabe-se que a ligagdo da CD36 a trombospondina-1
promove a adesividade vascular. Neste estudo, o alelo rs1984112_G
(localizado na 5’UTR do gene CD36) mostrou estar associado a uma
elevacao da contagem de reticulécitos, uma consequéncia distal da
hemdlise. Assim, a heranga deste alelo parece ser um fator de risco
na drepanocitose, particularmente em relagdo a hemdlise subse-
quente a um reforgo da adeséo celular (9),

Metabolismo do NO: Observaram-se baixos niveis de bilirrubina total
em associagdo com o alelo rs2070744_T no promotor do gene NOS3,
o0 qual codifica a NO-sintase 3 que catalisa a produgéo de NO nas cé-
lulas endoteliais. O NO & um gas com potentes propriedades vasodila-
tadoras e anti-adesivas necessarias a manutencao do limen vascular.

Na drepanocitose observa-se um estado de resisténcia ao NO media-
do pelainativagdo do NO pela Hb plasmética libertada na hemolise. A
referida variante do promotor do NOS3 parece ter um efeito sobre a ex-
pressao dos respetivos mBNA e proteina. O alelo C ja foi considerado
um fator de risco para doenga coronaria, enquanto o alelo T parece ter
um efeito protetor na componente hemolitica da drepanocitose (©).

Alfa-talassémia: A presenca da delecéo de 3,7kb no gene HBA
foi encontrada em associag@o com niveis mais baixos de hemdlise
(evidenciados pela bilirrubina total e contagem de reticul6citos). A
alfa-talassémia, em co-heranga com a drepanocitose, foi um dos
primeiros modificadores genéticos desta a ser identificados em
particular no que respeita ao sub-fenétipo hemolitico. Os doen-
tes que apresentam a delegado de, pelo menos, um gene HBA tém
uma hemdlise reduzida em resultado de uma mais baixa concen-
tragdo intracelular de HbS, a qual, por seu turno, diminui os danos
celulares (falciformacéo) associados & polimerizacéo da HbS (7).

_Conclusdes
No seu conjunto, 0s N0ssos achados sugerem uma arquitetura ge-

nética complexa para o processo hemolitico na drepanocitose, en-
volvendo varias vias metabdlicas, nomeadamente adesao as células
do endotélio vascular, sintese do NO e controlo do volume e he-
moglobinisacao dos eritrécitos (8). No entanto, devido & baixa pre-
valéncia das variantes genéticas significativamente associadas ao
sub-fenétipo hemolitico, 0s Nossos resultados carecem de replica-
¢a0 numa coorte mais numerosa seguida durante um periodo mais
longo. Neste estudo propusemos vérias hipdteses mecanisticas
compativeis com as observadas associacdes gendtipo/fendtipo.
Sao, por isso, necessarios estudos funcionais que explorem as
perspetivas agora abertas para uma melhor compreensdo da va-
riabilidade clinica inter- e intra-individual da drepanocitose (e outras
doencas cardio-vasculares comuns) com potencial impacto positivo
na personalizagdo das intervengdes terapéuticas.
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