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RESUMO

A Doenga Falciforme (DF) é considerada um problema de saude puablica no Brasil e no
mundo, pois a alteracdo genética que acomete as hemoglobinas (Hb) normais causa
complicacgdes clinicas variadas da doenca. Criangas com Anemia Falciforme (AF), a forma
mais grave da DF que apresenta a Hb S em homozigose, apresentam logo apos a troca das
cadeias globinicas (por volta do 6° ou 7° més de idade) dores nos ossiculos das méos e pés
(dactilite), sequestro esplénico, vérias infeccBes das vias aéreas superiores, sindrome torécica
aguda (STA) podendo evoluir para 6bito precoce. O presente trabalho apresenta a sobrevida e
a taxa de mortalidade em uma populacdo pediatrica com DF. Para isso, foi avaliado 59
criancas com DF, provenientes do HEMORIO com média de idade de 40,5+4,5 meses (cerca
de quatro anos de idade). O estudo foi prospectivo com inicio no nascimento das criancas a
partir de maio de 2012 e finalizacdo em abril de 2016. Todas as criangas foram genotipadas
para a DF por PCR-RFLP ou AE, e também foram genotipadas para os haplétipos da beta-S
globina. O levantamento do ébito ocorreu por analise de prontuarios e informacdo medica. Os
dados foram analisados por meio da curva de Kaplan-Meier. A maioria das criancas (71,2%)
apresentavam a AF, e as restantes, Hb SC e S/Beta-talassemia. Das 59 criancas, trés
evoluiram para 6bito, sendo a taxa de mortalidade de 5%. Duas eram meninas uma com sete
meses de idade (6bito por broncoaspiracdo) e outra com 15 meses (6bito por PNM e
inflamacdo); e um menino com 10 meses de idade (6bito por causa desconhecida). As trés
criancas apresentavam AF e duas eram homozigotas para o haplotipo Bantu. Com a anélise da
curva de sobrevida, pode-se observar que a taxa maior de 6bito nas criangas foi em torno dos
15 meses de idade. Isso pode ser explicado em partes pela ontogenia das cadeias globinicas,
sendo que a cadeia gama responsavel pela producdo de Hb Fetal, comega a ser substituida
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pela cadeia beta alterada que formara a Hb S causando complica¢fes nas criangas. Outras
causas podem ser fatores externos, que ndo foram investigados. A mortalidade do grupo de
estudo foi semelhante a estudos de Minas Gerais, porém é muito elevada quando comparada
com a mortalidade infantil do Brasil. Mesmo com o diagnostico precoce permitido pelo
Programa Nacional de Triagem Neonatal e 0s avan¢os nos tratamentos, o indice de ébito em
criancas com DF € alto. Faz-se necessario um melhor acompanhamento e mais estudos a cerca
da epidemiologia e genética para entender a morte precoce nos pacientes pediatricos com DF.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Mortalidade infantil. Pacientes pediatricos.

ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is considered a public health problem in Brazil and in the world,
because the genetic alteration that affects normal hemoglobins (Hb) causes different clinical
complications of the disease. Children with sickle cell anemia (SCA), the most severe form of
SCD presenting homozygous Hb S, present soon after the exchange of the globin chains
(around the 6th or 7th month of age) pain in the ossicles of the hands and feet (dactylitis),
splenic sequestration, various upper airwas infections, acute thoracic syndrome (ATS) and
may progress to early death. The present study presents the survival and the mortality rate in
a pediatric population with SCD. For this, 59 children with SCD, from HEMORIO with an
average age of 40.5 £ 4.5 months (about four years of age) were evaluated. The study was
prospective with onset of children from May 2012 and finalization in April 2016. All children
were genotyped for SCD by PCR-RFLP or specific allele, and were also genotyped for the
beta-S globin haplotypes . The death survey was performed by analyzing medical records and
medical information. Data were analyzed using the Kaplan-Meier curve. Most of the children
(71.2%) had SCA, and the remaining ones had Hb SC and S/Beta thalassemia. Of the 59
children, three died, with a mortality rate of 5%. Two were girls one at 7 months of age
(death from bronchoaspiration) and one at 15 months (death from PNM and inflammation);
and a 10-month-old boy (death due to unknown cause). The three children had SCA and two
were homozygous for the Bantu haplotype. With the analysis of the survival curve, it can be
observed that the highest death rate in children was around 15 months of age. This can be
explained in parts by ontogeny of the globin chains, and the gamma chain responsible for the
production of fetal Hb, begins to be replaced by the altered beta chain that will form Hb S
causing complications in children. Other causes may be external factors that have not been
investigated. Mortality in the study group was similar to that in Minas Gerais, but it is very
high when compared to infant mortality in Brazil. Even with the early diagnosis allowed by
the National Neonatal Screening Program and advances in treatments, the death rate in
children with DF is high. Further monitoring and further epidemiological and genetic studies
are needed to understand early death in pediatric SCD patients.

Keywords: Sickle cell anemia. Child mortality. Pediatrics patients.

INTRODUCAO

As hemoglobinopatias hereditarias caracterizam o grupo de doengas monogénicas,

mais comuns no mundo, que alteram a funcdo das hemoglobinas (Hb) como resultado de
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mutacdes, geralmente pontuais, nos genes que compdem a familia beta e alfa globina. S&o
divididas em dois principais grupos: as Hb variantes e as talassemias (FORGET; BUNN,
2013; WEATHERALL; CLEGG, 2001).As hemoglobinas variantes resultam em Hb com
estrutura alterada, e com caracteristicas bioquimicas diferentes. As variantes mais frequentes
sdoaHb S, Hb Ce Hb D (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

A Doenca falciforme (DF) é um termo utilizado para determinar o grupo de
hemoglobinopatias caracterizadas pela presenca da Hb S, seja em homozigose (Hb SS),
denominada de anemia falciforme (AF), ou associada a outras alteracdes de hemoglobinas,
formando heterozigotos compostos como Hb SC e Hb SD, e as formas interativas com
talassemias como Hb S/p° talassemia, Hb S/B* talassemia dentre outros (MARCUS et al.,
1997; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; SERJEANT, 2013). A AF é a forma clinica
mais grave da DF (FRENETTE; ATWEH, 2007) e a mais comum em todo 0 mundo.

A diversidade clinica e a frequéncia elevada a coloca como um problema de salde
publica em varios paises. A outra alteracdo genética que se assemelha em gravidade clinica
com a Hb SS, ¢ a heranca de Hb S/p° talassemia (SERJEANT, 2013), pois um gene p° nio
sintetiza cadeia beta, sendo expresso somente o gene PS. As Hb SC e Hb SD conferem
manifestacdes clinicas mais brandas, devido a producdo de Hb C e Hb D as quais diminuem a
polimerizacdo da Hb S. Porém ha relatos que descrevem pacientes com Hb SC e Hb SD
semelhantes ou piores clinicamente quando comparados com Hb SS (SERJEANT, 2013;
TORRES et al., 2014, 2016).

Dois processos fisiopatologicos decorrentes da polimerizacdo da Hb S estdo presentes
na AF, sendo eles: a vaso-oclusdo, com ciclos de isquemia e reperfusdo, e a anemia
hemolitica (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008). A fisiopatologia da
AF desencadeia processos inflamatorios e, consequentemente, subfenétipos clinicos. Os
episédios de dor aguda sdo os eventos clinicos de maior ocorréncia nesses pacientes e a
principal razdo para a admissdo hospitalar, seguida pela Sindrome Toracica Aguda (STA).
Certas complicacOes sdo predominantes em diferentes estagios da vida. Por exemplo, nos dez
primeiros anos, 0s mais comuns sdo: episodios de dor, iniciados com a sindrome mao-pé
(dactilite), em consequéncia da inflamacdo da regido do metacarpo e metatarso; STA e
Acidente Vascular Encefalico (AVE). No entanto, ndo estdo restritas a essa faixa etaria,
podendo ocorrer por toda a vida do individuo com AF (REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2010; STEINBERG, 2008).
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Por se tratar de uma alteracdo que ocorre no gene responsavel por produzir a cadeia
beta-globina, os primeiros sintomas em criangas com a presen¢a da Hb S em homozigose ou
em associacao com outra Hb alterada, comecam a aparecer ap6s 0 sexto més de vida, quando
h& a troca na expressdo da cadeia gama pela beta, e consequentemente, a diminuicdo da
hemoglobina fetal (Hb F) e aumento na producdo da Hb alterada (Hb S)(SANKARAN; XU,
ORKIN, 2010). Outra ocorréncia genética que pode agravar a clinica das pessoas com DF, séo
os hapl6tipos da beta-S globina (haplotipos B°). Os haplétipos B° sdo fundamentados na
analise de um conjunto de polimorfismos, localizados na familia génica da beta globina, no
cromossomo 11, reconhecidos por endonucleases especificas (ORKIN et al., 1982). Cinco
haplétipos tém sido associados a diferentes grupos étnicos, de acordo com a regido de origem
e predominio geografico: o hapldtipo Benin & Africa Ocidental; o Bantu a Africa Oriental
Centro-Sul; o Senegal & Africa Atlantico Ocidental; o india-Arabia Saudita (Saudi) a india e
Peninsula Arabica Oriental e, 0 Camar@es, restrito & Africa, mais especificamente, ao grupo
étnico Eton na Costa Ocidental Africana (NAGEL, 1984). Aanélise dos haplétipos B° e a
correlacdo com achados clinicos revelaram que os pacientes com haplétipo Senegal
apresentam curso clinico mais brando, os com Benin tém clinica intermediéria, e os Bantu,
curso clinico mais grave (POWARS; HITI, 1993; POWARS, 1991).

Devido a necessidade de diminuir as complicacdes clinicas, a morbidade em criangas
com DF e melhorar o diagndstico e acompanhamento clinico, em 2001, o Ministério da Saude
incluiu no Programa Nacional de Triagem Neonatal, por meio da portaria n® 822/01 (Acesso
em 04/07/2018>http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822 06 _06_2001.
html), a pesquisa para as hemoglobinopatias em recém-nascidos de todo o pais. Mesmo com

esse avanco no diagnostico e com novos tratamentos, a mortalidade infantil em criangas com
DF é alta. Com isso, 0 presente trabalho apresenta a sobrevida e a mortalidade de criangas

com até quatro anos de idade que apresentam DF em um estudo prospectivo.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Fazem parte do estudo 59 criancas, com média de idade de 40,5+4,5 meses (mediana
41 meses, minimo de 32 e maximo de 47 meses de idade), provenientes do Instituto Estadual
de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti”- HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ. Essas
criancas foram identificadas pelo Programa de Triagem Neonatal, como portadores de DF em
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2012 e foram acompanhadas pelo grupo de pesquisadores até 2016, fazendo parte de um
estudo prospectivo. Todos 0s pais ou responsaveis assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), conforme normas da Resolugdo CNS 466/12.0 termo de consentimento
foi obtido pela médica pediatra que acompanha as criancas e/ou pesquisadora responsavel

pelo projeto, e somente apds treinamento especifico.

Amostra sanguinea

A amostra sanguinea foi coletada por puncdo venosa, sendo um total de 2 a 4 mL por
crianca. As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das
Doencas Hematologicas (LHGDH), sediada na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas Campus de S&o José do
Rio Preto para a realizacdo da confirmacdo do gendtipo da DF. A coleta de amostras foi

realizada por profissionais da area especifica, no Hospital do HEMORIO.

Genotipos da DF e haplotipos da beta-S globina

Todas as amostras passaram pela Cromatografia Liquida de Alta performance (HPLC)
(Trinity Biotech) para a quantificacdo das fragdes globinicas e verificacdo da Hb alterada.
Posterior a isso, foi extraido o DNA leucocitario (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989)para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foi utilizada a PCR seguida
de polimorfismo de restricdo de fragmento Unico (RFLP) para o diagndstico de Hb S
(HBB:c.20A>T — rs334), Hb C (HBB:c.19G>A — rs33930165) e Hb D-Los Angeles
(HBB:c.364G>C — rs33946267); e PCR alelo especifico (AE) para o diagnostico de beta-
talassemia, sendo as mutacfes: CD 39 (HBB:c. 118C>T - rs11549407), IVSI-110 (HBB:c.93-
21G>A — rs35004220), IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C — rs35724775) e IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A
—rs33971440). A caracteriacdo dos haplétipos da globina beta-S foi realizada por PCR-RFLP
investigando seis sitios polimorficos sendo: 5’HBG2 (Xmnl) HBG2 (Hindlll), HBG1
(Hind111), HBBP (HinclI), 3 ' HBBP (Hincll) e 5 ' HBB (Hinfl)(SUTTON; BOUHASSIRA;
NAGEL, 1989).

Levantamento dos dados clinicos

O levantamento clinico ocorreu de maio de 2012 a abril de 2016 e se baseou na
investigacdo de cada consulta médica por meio da verificacdo dos prontuérios, do banco de
dados do HEMORIO (Sistema de Gestdo para Hematologia - SASH), sob superviséo da
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pediatra responsavel. Por meio do levantamento clinico foi possivel verificar o 6bito nas

criangas.

Andlises estatisticas

A andlise de sobrevida foi realizada pelo teste de Kaplan-Meier no software
GraphPad Prism 5. Esse teste € ndo paramétrico e permite a observacdo do tempo de
sobrevivéncia de determinado grupo de estudo por meio da interpretacdo de sujeitos que nédo

atingiram o evento (sobreviveram) e 0s que atingiram o evento (vieram a 6bito).

RESULTADOS

Das 59 criangas com DF, 42 (71,2%) apresentam a Hb SS, 13 (22,0%) Hb SC, 4
(6,8%) a interacdo Hb S e Beta-talassemia, e ndo foi verificado nenhuma crianga com a Hb
SD. Durante o periodo de acompanhamento dos individuostrés criangas vieram a 6bito, sendo
duas meninas, uma com sete meses de idade (Obito por broncoaspiracdo) e outra com 15
meses (6bito por PNM e inflamacdo); e um menino com 10 meses de idade (6bito por causa
desconhecida).

A ocorréncia de 6bito no grupo amostral foi de 5,0%, mostrando que a sobrevida
destas criancas esta na faixa de 95,0% (Figura 1). As trés criancas apresentavam AF e duas
eram homozigotas para o hapldtipo Bantu. O perfil genotipico dessas criancas esta
apresentado na tabela 1.Analisando a curva de sobrevida, o risco de 6bito nas criangas com
DF e maior até os 15 meses de idade.

Figura 1. Analise de sobrevida de crian¢as com Doenca Falciforme
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 1. Informagdes genotipicas das criancas que evoluiram para 6bito

. n Idade g
Crianca Género (meses) DF Haplétipo
1 F 7 SS Bantu/Benin
2 M 10 SS Bantu/Bantu
3 F 15 SS Bantu/Bantu
F: feminino; M: masculino; DF: Doenca Falciforme. Fonte: elaborado pelo autor.
DISCUSSAO

Aproximadamente, 3.500 criangas nascem por ano no Brasil com AF, sendo que a taxa
de nascidos vivos no Rio de Janeiro é de 1:1.200 (CANGCADO; JESUS, 2007). No presente
estudo, trés criancas vieram a ébito durante as investigagdes, sendo uma por broncoaspiracéo,
uma por PNM e inflamacdo e uma por causa desconhecida. Devido ao numero amostral
reduzido, ndo foi possivel verificar qual a principal causa de 6bito no grupo de estudo, mas foi
verificado que as complicacOes respiratorias e as infeccbes podem explicar pelo menos duas
das mortes. Além disso, é interessante ressaltar que, mesmo a criancas realizando
acompanhamento por uma equipe de salde, ainda é comum atestados de oObitos concluindo
Obitos por causa desconhecida. Isso porque, os familiares geralmente moram longe da clinica
de referéncia, e quando percebem que a crianga esta muito mal, infelizmente essa perde a vida
em casa.

As infecgOes em criangas com DF sdo as principais causas de morte no estado de
Minas Gerais (FERNANDES; AVENDANHA; VIANA, 2016; SABARENSE et al., 2015), e
no Rio de Janeiro, a principal causa de morte até os cinco anos de idade € por STA (LOBO et
al., 2014). A ocorréncia de 6bito nesse grupo foi de 5% e de sobrevida 95%. Um estudo com
uma coorte de recém-nascidos de Dallas estimou que 95% das criangas com AF sobrevivem
até a primeira década de vida (QUINN; ROGERS; BUCHANAN, 2004). No clinical trials de
2010 (QUINN et al., 2010) os autores acompanharam a mesma coorte de 2004 e verificaram a
incidéncia de morte de 5.2%, sendo a causa mais comum a STA. Além disso, afirmaram que o
risco de morte aumenta quando ocorre a mudanga no tratamento pediatrico para o adulto.

Segundo o IBGE (levantamento realizado em 2016), a taxa de mortalidade infantil em

no Brasil foi de 13,3 a cada 1000 nascidos vivos, cerca de 1,3% de Obitos. Esse nimero
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diminui quando € avaliado as criancas abaixo de quatro anos de idade, sendo de 2,2 para cada
1000 nascidos vivos (cerca de 0,22%) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2017). Com isso, pode-se observar que a ocorréncia de Gbito em criancas
com DF até os quatro anos de idade é muito elevada quando comparado com a mortalidade
infantil no Brasil, chegando a cerca de 22 vezes a mais.

Varios sdo os fatores que podem contribuir para uma melhora ou piora na sobrevida de
criancas e adultos com DF, sendo fatores externos como os tratamentos, o estilo e cuidados
com a vida, e fatores internos como a genética. E bem caracterizado que a pessoa com AF,
que apresenta a homozigose para a Hb S, cursa uma vida com varias complicacbes
decorrentes da fisiopatologia que essa Hb alterada causa nas hemacias, consequentemente na
circulacdo sanguinea (FRENETTE; ATWEH, 2007). A maioria dos 6bitos em criancas com
DF sdo com o gendtipo SS, como pode ser observado nos 6bitos do grupo de estudo.

Desde a descoberta da DF em 1910 (HERRICK, 2001), a expectativa de vida desses
pacientes vem aumentando. Na década de 80, com o inicio da penicilina profilatica, a
expectativa de vida era de aproximadamente 25 anos de idade. Na década de 90 a hidroxiureia
(HU) foi aprovada para o uso no tratamento da DF e a expectativa de vida passou a ser de 35
anos. No final da década de 90, a terapia com transfusdo sanguinea foi utilizada na prevencéo
de AVE, e a média de idade aumentou para 45 anos. No século 21, o transplante de células
tronco foi um sucesso para a cura do individuo, e também iniciou os estudos com a terapia
génica (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017). Adultos com DF com sete décadas de vida
foram relatados em 1995 (STEINBERG et al., 1995) e alguns podem ser observados no banco
de dados do nosso grupo de pesquisa (dados ndo apresentados). Devido a varias intervencoes
como diagnostico precoce, educagdo dos pacientes e terapia moderna (MCKERRELL;
COHEN; BILLETT, 2004), muitos individuos com DF estdo chegando a idade adulta e
passando a ser idosos. Mesmo assim, faz-se necessario estudos nesses individuos para
melhorar a gestdo e encontrar terapias mais eficazes para esses pacientes (THEIN;
IGBINEWEKA; THEIN, 2017).

CONCLUSAO
A sobrevida de criangcas com DF no estado do Rio de Janeiro é baixa até os 15 meses
de idade, sendo a taxa de mortalidade de 5%. Mesmo com 0s avanc¢os nos tratamentos e 0s

acompanhamentos clinicos, muitas criangas falecem precocemente. A aten¢do aos pacientes
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pediatricos com DF precisa ser redobrada a fim de diminuir esses indices e proporcionar uma

vida melhor.
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