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RESUMO

Introducdo: A doenca falciforme (DF) é a doenca hereditaria mais frequente no
Brasil. Sua clinica é fortemente influenciada pelos niveis de hemoglobina fetal (HbF) exibido
pelos pacientes, e por isso os efeitos clinicos e laboratoriais do tratamento da DF se
fundamenta em grande parte, da inducéo dessa hemoglobina (HbF). A hidroxiureia (HU) € o
principal agente farmacoldgico, utilizado ha mais de 20 anos, para diminuir complicacfes
associadas com a doenca, sendo indiscutivel a maior sobrevida e melhor qualidade que os
pacientes com doenga falciforme, em tratamento com HU passam a ter. Esse medicamento
atua no aumento dos niveis de HbF na corrente sanguinea, embora esses niveis variem
consideravelmente. A dificuldade do tratamento consiste no fato de que alguns pacientes ndo
se beneficiardo em longo prazo, seja por causa de sua ma administracdo ou ainda auséncia de
resposta devido a toxicidades causadas pelas reacfes adversas do farmaco. Desta forma, é
necessario o investimento na compreensdao adequada do metabolismo da HU e seus efeitos
adversos, investigando fatores genéticos, como haplotipos do gene da HBB*S e polimorfismo
no gene CYP2J2 que possam modular a resposta ao tratamento da doenca falciforme, e sua
associacao com niveis de HbF para contribuir com uma melhor adequacdo ao tratamento e,
futuramente uma utilizagdo mais personalizada do uso da HU, diminuindo, assim, os efeitos
citotoxicos do farmaco e melhorando a qualidade de vida desses pacientes. Método: Foram
investigados os prontuarios de 100% dos pacientes tratados com a medicacdo, sendo
selecionada a amostra de acordo com os critérios de elegibilidade da pesquisa. A amostra
selecionada foi de 108 pacientes que tiveram seu material bioldgico coletado para analises de
biologia molecular e toda sua avaliacdo clinica realizada em nivel de prontuario. A analise dos
dados englobou a avaliacdo da clinica do paciente, para enquadramento quanto a adesdo ou
ndo do paciente ao tratamento; da presenca ou ndo de hepatotoxicidade e mielotoxicidade, e
para a classificacdo quanto ao tipo de respondedor. Resultados: Os testes utilizados foram o
teste G, exato de Fisher e Wilcoxon. Os resultados mostraram que ndo hé associacdes entre as
combinacg6es haplotipicas do gene da HbS e o polimorfismo do gene CYP2J2 e presenca de
hepatoxicidade e mielotoxicidade, e resposta ao uso de HU entre os pacientes com doenca
falciforme. Discussdo: Na amostra de pacientes com doenga falciforme do presente trabalho
ndo foram observados resultados estatisticamente significativos em relagdo ao polimorfismo
do gene CYP2J2 e efeitos adversos (hepatoxicidade e mielotoxicidade) e resposta a HU.
Deve-se considerar a hemoglobina fetal como um marcador de tratamento em longo prazo

para as pessoas com doenca falciforme no uso da hidroxiureia, onde o chamado bom



respondedor (BR) chega atingir niveis de HbF de 20%, podendo a partir deste resultado ser
estipulada a dose mé&xima tolerada (DMT) evitando os efeitos indesejaveis de toxidade da
HU, que impacta diretamente ao risco maior de morbimortalidade. O importante é que o
portador de DF mantenha o segmento adequado e com intervalos regulares, onde os efeitos
indesejaveis podem ser identificados em tempo habil, permitindo a readequacdo da dose.
Destaca-se que 82% da amostra de pacientes que fazem tratamento na Fundacdo HEMOPA
ndo apresentam hepatoxicidade e 66% desses sem mielotoxicidade. Conclusdo: Sugere-se
que o tamanho amostral tenha interferido nos resultados, sendo necessario uma analise mais
ampla sobre a funcdo desse citocromo em relagdo ao metabolismo hepético da HU entre os

pacientes.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Hapl6tipos. Hemoglobina Fetal. GENE CYP2J2.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease (SCD) is the most common hereditary disease in Brazil. Its
clinic is heavily influenced by the fetal hemoglobin (FHb) levels exhibited by patients, and
therefore the clinical and laboratory effects of SCD treatment are largely based on the
induction of this hemoglobin (FHb). Hydroxyurea (HU) is the main pharmacological agent,
used for over 20 years to decrease complications associated with the disease, and undoubtedly
the higher survival and better quality than patients with sickle cell disease who are treated
with HU. This drug works to increase FHb levels in the bloodstream, although these levels
vary considerably. The difficulty of treatment is that some patients will not benefit in the long
term, either because of their mismanagement or even lack of response due to toxicities caused
by adverse drug reactions. Thus, it is necessary to invest in an adequate understanding of HU
metabolism and its adverse effects by investigating genetic factors, such as HBB * S gene
haplotypes and CYP2J2 gene polymorphism that can modulate the response to sickle cell
disease treatment, and its association with FHb levels to contribute to better treatment
adequacy and, in the future, a more personalized use of HU use, thus reducing the cytotoxic
effects of the drug and improving the quality of life of these patients. Method: The medical
records of 100% of the patients treated with the medication were investigated, and the sample
was selected according to the eligibility criteria of the study. The selected sample consisted of
108 patients who had their biological material collected for analyzes of molecular biology and
all their clinical evaluation performed at the chart level. The analysis of the data included the
evaluation of the patient's clinic, for framing the patient's adherence or not to the treatment;
the presence or not of hepatotoxicity and myelotoxicity, and to the classification as to the type
of responder.

Results: The tests used were the G test, the Fisher's and the Wilcoxon's exact test. The
results showed that there are no associations between the haplotype combinations of the HbS
gene and the CYP2J2 gene polymorphism and presence of hepatotoxicity and myelotoxicity,
and response to the use of HU among patients with sickle cell disease. Discussion: In the
sample of patients with sickle cell disease of the present study, no statistically significant
results were observed regarding CYP2J2 gene polymorphism and adverse -effects
(hepatoxicity and myelotoxicity) and response to HU. The Fetal hemoglobin should be
considered as a long-term treatment marker for people with sickle cell disease in the use of
hydroxyurea, where the so-called good responder (GR) reaches 20% HbF levels, and from

this result can be stipulated the maximum tolerated dose (MTD) avoiding the undesirable



effects of HU toxicity, which directly impacts the greater risk of morbimortality. The
important thing is that the SCD carrier maintains the appropriate segment and at regular
intervals, where the undesirable effects can be identified in a timely manner, allowing the
readjustment of the dose. It is noteworthy that 82% of the sample of patients who are treated
at the HEMOPA Foundation do not present hepatoxicity and 66% of them without
myelotoxicity. Conclusion: It is suggested that the sample size interfered with the results,
requiring a broader analysis on the function of this cytochrome in relation to the hepatic

metabolism of HU among patients.

Keywords: Sickle cell anemia. Haplotypes. Fetal hemoglobin. GENE CYP2J2.
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1 INTRODUCAO
1.1 A Anemia Falciforme

A doenca falciforme (DF) é a doenga monogénica mais frequente no Brasil. E uma
doenca hemolitica cronica causada pela tendéncia das moléculas de hemoglobina se
polimerizar dentro das hemacias. Essa polimerizacdo leva a deformacédo do eritrécito, que
gera uma forma de foice nessas células, e resulta em eventos vaso oclusivos, e aumento dos
processos de hemdlise da corrente sanguinea. Cerca de 5 a 7% da populacdo mundial séo
portadores de uma mutacdo em genes da hemoglobina (Modell e Darlison, 2008; OMS,
2008).

Originou-se na Africa, estendeu-se para a Peninsula Arabica, sul da Italia e India,
chegando as Américas pela imigracéo forcada de cerca de 3 — 4 milhdes de africanos trazidos
ao pais como escravos. Além da Africa e Américas, é encontrada na Europa, em virtude da
migracdo voluntaria da Africa e do Caribe, principalmente para a Inglaterra, Franca, Bélgica,
Holanda e Alemanha, e em grandes regides da Asia (Zago, 2001).

O termo Doenca Falciforme (DF) € mais adequado, pois, refere a todos os tipos de
gendtipos (SS, SF, SB, SC, SD, SE), visto que o termo Anemia Falciforme (AF) fica mais
restrito ao gendtipo SS.

1.2 Incidéncia

No Brasil é estimado que existam de 25.000 a 30.000 casos, sendo 3.500 novos casos
por ano, onde a maior predominancia é no Estado da Bahia (1:900), conforme demonstra a

Figura 1.

Figura 1 — Incidéncia da Doenga Falciforme no Brasil
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Trata-se de uma doenga monogénica, de heranca autossdmica recessiva devido uma
mutacdo na sexta posic¢ao da cadeia de globina beta, onde ocorre a substituicdo da adenina por
timina e consequentemente do acido glutamico pela valina, alterando drasticamente a forma
das hemacias, tomando a forma de foice. Em condi¢cdes de baixa concentracdo de O
organizam em longos polimeros na circulagdo ocasionando vaso ocluséo e consequentemente
edema do endotélio vascular dos leucdcitos e plaquetas e diminui¢do do 6xido nitrico levando
a isquemia dos orgaos, como resultado dor, hemdlise e anemia (Figura 2) (Zago, 2001;
Modell e Darlison, 2008)

Figura 2 - Fisiopatologia da Doenga Falciforme
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Fonte: Adaptado pelo presente estudo.

1.3 Manifestagdes Clinicas e Tratamento da Doenca Falciforme

A heterogeneidade clinica da doenca estd relacionada a dois principais processos
patogénicos: hemolise cronica, elevada viscosidade/oclusdo vascular. Episédios de infartos
resultam da deposicao de células falciformes em varios 6rgéos, principalmente naqueles onde
a corrente sanguinea acontece de maneira lenta, como € o caso, por exemplo, do bago e da

medula 6ssea. Essa deposi¢do ocorre devido a rigidez das hemécias falcizadas e o aumento a
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adesdo ao endotélio vascular (Frenette, 2004, Britain et al. 2004, Britain e Parise, 2008).
Também se observa retardo no crescimento e desenvolvimento infantil, palidez, ictericia,
esplenomegalia, sindrome tordcica aguda, crises aplasticas, doencas cerebrovasculares,
ulceras dos membros inferiores, complicacBes esqueléticas, doengas oculares, entre outras que
fazem da doenca falciforme uma doenca de dificil tratamento (Oredugba e Savage, 2002).

Beutler, 2006 mostrou que a cinética do afoicamento celular é bastante heterogénea e
diferentes varidveis tém sido descritas afetando a taxa e o grau desses processos de falcizagédo
das hemécias.

A proporgdo de hemoglobina fetal (HbF) persistente no organismo tem sido, sem
duvida, o principal achado favorecendo a melhora clinica dos pacientes com Doenga
Falciforme (DF), uma vez que a presenca desse tipo de hemoglobina, aumenta o O: nas
hemacias e retarda os processos de afoicamento e tem sido associado com uma clinica mais
leve da doenga. E essa vantagem clinica tem sido utilizada de maneira positiva como manejo
de tratamento da doenca, por meio da inducdo de HbF nos pacientes.

Alguns farmacos e compostos podem transitoriamente induzir a expressdo do gene y-
globina e melhorar o fendétipo clinico da doenca, aumentando os niveis de hemoglobina fetal
no organismo, embora 0s mecanismos exatos dessas farmacos e compostos quimicos ainda
ndo tenham sido completamente elucidados. Ha trés bem conhecidos agentes indutores de
HbF: (i) butirato de sddio (um inibidor dehistona-desacetilase) (Perrine et al., 2011), (ii) 5-
azacitidina (um agentede desmetilacdode DNA) (Mabaera et al., 2008) e (iii) hidroxiureia
(HU), que é a Unica farmaco que possui aprovacdo pelo FDA e EMA para tratar pacientes
com hemoglobinopatias, em particular as doengas falciformes. A possibilidade dessas outras
terapias ainda estd em fase de investigacdo e observacdo, de acordo com sua eficacia nos
processos fisiopatoldgicos especificos da doenca, que incluem principalmente os casos de
adesividade celular ao endotélio, desidratacdo celular e hipercoagulabilidade sanguinea (De
Franceschi et al., 2004; De Franceschi, 2009).

1.3.1 Hidroxiuréia

A hidroxiureia (HU) é um agente citotoxico que tem sido utilizado no tratamento de
doencas mieloproliferativas: leucemia mieloide cronica, policitemia. Em pacientes com
doenca falciforme, esse medicamento passou a ser utilizado devido sua capacidade de indugéo
do aumento dos niveis de producdo de HbF em células falciformes, diminuindo assim as

tendéncias de afoicamento dos globulos vermelhos. Além disso, a HU melhora a hidratagéo
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celular, diminui a interagdo das células falciformes com o endotélio vascular e age como
doador de 6xido nitrico, um composto que ajuda a promover a vaso dilatacdo, e por isso
diminui os processos vaso oclusivos. O tratamento é indicado para pacientes que apresentam
manifestacdes clinicas de moderada a grave (Davies e Gilmore, 2003), e embora 0 mecanismo
exato de como essa farmaco age ainda ndo seja completamente compreendido; sabe-se que ela
atua na parada da replicacdo dessas células falciformes durante as diferentes fases do processo
de divisdo celular, o que favorece o aumento da producdo de hemoglobina fetal (Lal e
Vinchinsky, 2011)

A HU é o primeiro farmaco aprovado pela FDA, EMA para tratamento da Doenga
Falciforme (DF), em relacdo a eficacia, exposi¢cdo e variabilidade de resposta diretamente
relacionada a dose, recomendado monitoramento ao longo do tratamento, sendo a HbF (%),
hemoglobina (Hb) e volume corpuscular médio (VCM) usados como biomarcadores.

Normalmente, o inicio do tratamento ocorre com a administracdo de HU na dose de
15mg/Kg, uma vez ao dia. Esses pacientes sdéo acompanhados a cada duas semanas durante o0s
primeiros meses. Nas proximas 8 semanas sera acompanhado quinzenalmente e, se os dados
hematoldgicos permanecerem estaveis, 0 acompanhamento ocorrera mensalmente. A
dosagem desse medicamento é aumentada em 2,5 a 5mg/kg a cada 12 semanas (com intervalo
de 4 semanas a 6 meses) se a contagem de neutréfilos for >2000, concentracdo de
hemoglobina >4,5g/dL, e de plaquetas >80.000mL (Beutler, 2006; Ware, 2010).

Devido o tratamento causar supressdao da medula, a administracdo da farmaco é
interrompida para permitir a recuperacdo medular, e entdo reiniciada com uma dose inferior
aquela que provoca a mielosupressao (Charache et al., 1995; Davies e Gilmore, 2003). A dose
limite para a terapia com HU é de 35mg/Kg, e o intervalo de tempo minimo para avalia¢do da
eficacia terapéutica é de 6 a 9 meses. Essas doses tém sido descritas como toleraveis pelo
organismo sem que 0 mesmo apresente tantos efeitos adversos a sua administracdo. No
entanto, a dose maxima devera ser clinicada de maneira cautelosa, pois embora essa dose
limite seja importante para acelerar a producdo de HbF, ela s6 deve ocorrer sob rigido
controle, uma vez que aumenta os efeitos hematoldgicos, por meio da diminuicdo de
reticuldcitos e neutrofilos e, consequentemente, os efeitos tdxicos ao organismo do paciente
(Aliyu et al., 2006; Dix, 2001).

Ware et al., (2010) mostram a melhora clinica dos pacientes com anemia falciforme,
quando tratados com a HU. Em criangas, os efeitos adversos sdo menores e por isso melhor

tolerado que nos adultos. As complicagfes que esse tratamento pode causar incluem
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mielotoxicidade, mudangas macrociticas e megaloblasticos celulares, ulceracdo da boca,
erupcdes de pele, hiperpigmentacdo, nduseas, entre outros.

Experiéncias clinicas confirmam que, em curto prazo, os efeitos toxicos da HU mais
grave é o da mielosupresséo (transitoria e reversivel), principalmente 0s casos de neutropenia.
A diminuicdo dos neutréfilos circulantes torna os pacientes mais suscetiveis a infeccbes
bacterianas e, sem a devida atencdo médica, o estado do paciente pode se tornar risco de
morte. Dessa forma, a contagem absoluta dos neutrofilos é usada como limiar de toxicidade e
ajuste de dose de HU durante o tratamento (Heeney e Ware, 2008).

Vosdaridou et al., (2010) mostraram que o uso prolongado do tratamento causou
reticulopenia e trombocitopenia nos pacientes, com a dose minima (15mg/kg) tendo que ser
interrompido o tratamento. Outros efeitos menores de problemas gastrointestinais, nauseas,
sdo comuns também no inicio do tratamento. Em longo prazo, visto que com o tratamento ha
uma maior expectativa de vida, é que comecam as duvidas acerca de maiores complicacdes,
como é o caso do aparecimento de cancer devido efeitos teratogénicos, anormalidades

neonatais e infertilidade.

1.4 Fatores Genéticos da Anemia Falciforme

Com o advento da farmacogenética, a busca de genes que estejam associados ao
metabolismo de farmacos foi fundamental para tracar novas possibilidades efetivas de
rastreio, uma vez que a partir dai pode-se justificar pacientes que apresentam efeitos adversos,
devido acumulo de farmaco no organismo, pela ineficiente metabolizacdo do medicamento, e
vice-versa.

A investigacdo de enzimas do citocromo P450, conhecidas como CYP, é um amplo
caminho de investigacdo, pois representa um grande numero de enzimas responsaveis por
oxidar vérias substancias e assim torna-las mais polares e hidrossoltveis, atuando como
mediador de reacBes de biotransformacdo de farmaco com um ndmero de substancias
exogenas (Matsumoto et al., 2002, Matsumoto e Yamazoe, 2001, Liu et al., 2006).

Embora o CYP2J2 ndo seja o citocromo P450 mais altamente expresso no figado, onde
ocorre a maior parte da metabolizacdo da HU, o produto desse gene tem sido mostrado com
uma quantidade de substratos que auxiliam no metabolismo de compostos mais simples aos
mais complexos nesse 6rgdo (Matsumoto et al., 2002, Matsumoto e Yamazoe, 2001, Liu et
al., 2006, Lee et al., 2010).



17

A razdo para a intensa variacdo fenotipica observada em relacdo aos pacientes com
doenca falciforme que fazem tratamento com HU ainda é indefinida, mas é provavel que
fatores genéticos estejam interferindo em diferentes vias regulatorias envolvidas no controle
da producéo de globinas-gama, para inducdo da HbF e no metabolismo desse medicamento
(Wilber et al., 2011).

1.4.1 Haplotipos relacionados com niveis de Hemoglobina Fetal

Estudos moleculares pioneiros de Kan e Dozy (1978) demonstraram que a mutacdo
que originou 0 gene da hemoglobina S ndo foi um evento Unico, mas ocorreu em diversos
locais e em diferentes épocas, dentro e fora do continente africano, estabelecendo o conceito
de origem multicéntrica para essa doenca. Estudos subsequentes definiram os trés principais
hapl6tipos para a anemia falciforme: (i) Banto, (ii) Benin e (iii) Senegal, originados em
regides distintas do continente africano, e outro hapl6tipo, também de origem independente,
foi descrito em populacdes provenientes da peninsula Arabica e da India. A variabilidade
genética em torno da mutacdo permitiu uma melhor compreensao da heterogeneidade clinica
da doenca, além de ter importancia para o estudo antropoldgico (Zago, 1993).

Haplotipos sdo caracterizados por determinadas sequencias de marcadores “herdadas
em bloco”, observada em um cromossomo particular. Haplotipos especificos s&o encontrados
no cromossomo portador do alelo BS (Bortolini; Salzano, 2002). Esses haplotipos S
representam diferentes origens étnicas e geograficas: (i) haplétipo Banto (BAN/CAR)
originalmente identificado na Republica da Africa Central , (ii) haplétipo Benin (BEN),
originado na costa oeste Africana, e (iii) hapl6tipo Senegal (SEN) originado no oeste da
Africa Atlantica (Zago et al., 1999; Inati et al., 2003).

Esses haplotipos BS tém sido associados com a gravidade clinica da anemia
falciforme, uma vez que, pelo menos dois fatores hereditarios apresentam-se como
interferentes: aumento da concentracdo de HbF, regulando de forma variavel essa
hemoglobina, bem como na relacdo final com a HbS. No hapl6tipo Senegal, por exemplo, a
concentracdo de HbF esta aumentada, diminuindo nos haplétipos Banto e Benin (Zago, 1993).

Abaixo estdo as médias dos niveis de HbF (%) observadas entre os pacientes com
anemia falciforme, de acordo com haplétipo equivalente.

e Haplotipo Bantu — HbF < 5% - Curso clinico mais grave;
e Hapl6tipo Benin — HbF > 5% - Curso clinico intermediério;

e Hapl6tipo Camardes — HbF > 5% - Curso clinico intermediario;
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e Haplotipo Arabe Indiano — HbF > 5% - Curso clinico heterogéneo;

e Haplétipo Senegal — HbF > 15% - Curso clinico menos grave;

1.4.2 Polimorfismo na Regido Promotora do Gene CYP2J2 (rs890293)

O papel da superfamilia do citocromo p450 tem sido investigado em relacédo a diversas
doencas humanas, ha tempos, devido apresentar um grande nimero de enzimas responsaveis
por oxidar varias substancias e assim tornad-las mais polares e hidrossoliveis. Isso é
fundamental quando se observa um grande numero de doencas que apresentam diferentes
respostas ao mesmo tratamento, sugerindo-se que fatores genéticos possam estar interferindo
no metabolismo adequado dessas substancias no organismo. Essas enzimas sdo expressas
principalmente nas células do figado e intestino delgado (Danielson, 2002).

S&o conhecidas cerca de 11 familias do citocromo P450 humano, que incluem 30
enzimas ou citocromos diferentes. Apenas as familias CYP1, CYP2 e CYP3 sdo importantes
na biotransformacdo de farmacos (Audi e Pussi, 2000). A enzima do citocromo P450 2J2
(CYP2J2) humana é uma enzima que metaboliza diferentes acidos no organismo que tem
como principais funcbes o relaxamento do endotélio e posterior vasodilatacdo (Capdevila et
al., 2000). Essa enzima é amplamente expressa em Vvarios tecidos humanos, incluindo o
figado, coracdo, pulmdo, pancreas, bexiga e nas células endoteliais (Enayetallah et al.,
2004, Fisslthaler et al., 1999, Rosolowsky et al., 1996).

A funcdo do gene CYP2J2 e seus metabdlitos incluem a regulacdo da atividade dos
canais ionicos (Lee et al., 1999), inibi¢do da inflamacdo (Node et al., 1999), inibicdo da apoptose
e recuperacdo de células endoteliais da lesdo hipoxica (Yang et al., 2001).

Embora muitos estudos ja tenham sido realizados com esse gene, associando-0 a
doencas cardiacas (Jie et al., 2010), hipertensdo (Wu et al., 2007), cancer (Matsumoto et al.,
2002, Matsumoto e Yamazoe, 2001, Liu et al., 2006), ndo se tem nada descrito em relacéo ao
metabolismo da (HU) nas hemoglobinopatias. Desta forma, apresentam caracteristicas
clinicas associadas a funcao do gene, como inflamacéo, crises vaso-oclusivas, entre outras.

Embora nédo seja o citocromo P450 mais altamente expresso no figado e intestino, o
CYP2J2 tem sido mostrado como mediador de reac6es de biotransformacéo de farmacos com
um ndmero de substancias exdgenas (Matsumoto et al., 2002, Matsumoto e Yamazoe, 2001,
Liu et al., 2006). Lee et al., (2010) fizeram um rastreio em componentes hepaticos e
identificaram cerca de oito substratos para o CYP2J2, incluindo agentes terapéuticos

comercializados, como albendazol e ciclosporina. Devido essa diversidade de substratos de
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farmacos, indo de componentes mais simples aos mais complexos, o CYP2J2 pode ser
importante na mediagdo de respostas a medicamentos, como outros citocromos P450
amplamente estudados no metabolismo hepético de diversas farmacos, como o CYP3A4, os
quais partilham varios substratos incluindo anti-histaminicos (terfenadina, astemizol e
ebastina), medicamentos antineoplésicos (doxorrubicina e tamoxifeno) e imunossupressores
(ciclosporina).

Kaspera et al. (2014) tém mostrado a acdo do CYP2J2 no metabolismo de diferentes
farmacos no figado, em comparacéo a outros citocromos CYP3A4/CYP3A5. Além disso, Wu
et al., (2013) mostraram que o CYP2J2 e CYP2C19 foram as principais enzimas responsaveis
pelo metabolismo do albendazol e fenbendazol. Por isso, embora o CYP2J2 possa ser mais
expresso em outros tecidos, muitos estudos tém se empenhado em investigar sua funcdo no
figado, tornando a pesquisa importante para avaliacdo desse citocromo e o metabolismo da
HU entre os pacientes com anemia falciforme, que necessitam desse medicamento a vida
inteira, apos a decisao de realizacdo dessa terapia.

Um polimorfismo na regido promotora -50C>A (rs890293) do gene CYP2J2,
conhecido como CYP2J2*7 tém sido estudado alterando a expressdo desse gene. Esta variante
genética tem sido mostrada diminuindo ligagdes de fatores de transcri¢do a regido promotora
do gene, diminuindo, portanto, a expressao, em cerca de 50% do CYP2J2 (Spiecker et al.,
2004). Em populagGes chinesas, essa variante aumenta o risco de doengas que tém como
principais manifestacfes crises vasoclusivas, como enfarte do miocardio (Jie et al., 2010),
doencas arteriais coronarianas (Zhu et al., 2013) e outras. Contrario a isso, estudos em
populacbes européias, em relacdo a esse polimorfismo ndo tém mostrado suscetibilidade a
essas doencas (Fava et al., 2010, Hoffmann et al., 2007). E importante ressaltar que esse tem
sido o Unico polimorfismo no gene CYP2J2 associado com doencas.

As questdes de ndo adesdo eficiente ao tratamento com HU pelos pacientes com
anemia falciforme, ma& administracdo, ou ainda auséncia de resposta, muitas vezes &
justificada pelo conhecimento hepatotoxico causado pelas reacfes adversas do medicamento,
e gque, em longo prazo essa medicacdo podera propiciar ao organismo do paciente. Por ser a
Unica farmaco comercializada para o tratamento das doencas falciformes, ela precisa estar
adequadamente prescrita, pois sua utilizacao sera durante a vida inteira, garantindo assim sua
maior expectativa de vida.

A maioria dos pacientes que realizam o tratamento respondem de maneira satisfatoria
ao aumento dos niveis de HbF na corrente sanguinea, embora esses niveis variem

consideravelmente entre pacientes com doenca falciforme (Steinberg et al., 2013, Patrinos et
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al., 2008). No entanto, cerca de 40% dos pacientes ndo se beneficiardo, e por isso investigar
fatores genéticos e relaciona-los a parametros hematoldgicos, gravidade clinica e resposta a
HU pode ser fundamentais para propiciar um tratamento mais personalizado, e com menos
efeitos adversos, garantindo uma melhor qualidade e maior esperanca de vida desses

pacientes.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis associa¢Bes da resposta a hidroxiuréia com polimorfismo do gene
CYP2J2, niveis de hemoglobina fetal e haplétipos do gene da hemoglobina S em pacientes

com doenca falciforme do estado do Para

2.1 Objetivos Especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo (rs890293) no gene
CYP2J2;

e Investigar a relacdo desse polimorfismo com os niveis de HbF;

e Investigar a relacdo desse polimorfismo com a resposta ao tratamento da HU, por
meio da divisdo dos pacientes entre bons respondedores (BR) e maus respondedores
(MR) a utilizagdo da dorga;

e Investigar a associacdo dos haplotipos do gene da hemoglobina S com a resposta ao
tratamento da HU, por meio da divisdo dos pacientes entre bons respondedores (BR) e
maus respondedores (MR) a utilizagdo da farmaco;
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na Fundacdo Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Estado do Pard — HEMOPA, referéncia no diagndstico e tratamento de doencas
hematologicas, em especial da Doenca Falciforme, foco desta pesquisa. Os individuos, de
cujos dados foram avaliados, e/ou seus responsaveis, foram informados e esclarecidos acerca
do protocolo de pesquisa e em seguida obteve-se 0 consentimento para a participacdo no
estudo mediante a assinatura do TCLE.

Garantiu-se o sigilo das informac6es coletadas, bem como se assegurou a privacidade
e 0 anonimato dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. Esta
pesquisa contou com a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade federal do Para, CAAE 79638117.4.0000.0018 / N° 2.372.985.

Para a composi¢cdo da amostra deste estudo foram avaliados 450 prontuarios e
selecionados inicialmente 108 pacientes com doenca falciforme que realizaram tratamento
com HU no periodo do estudo de 2014 a 2018, o que correspondia a 100% dos pacientes
tratados com e HU. Na triagem da amostra, utilizaram-se 0s seguintes critérios de
elegilibidade:

e Tratamento com HU no periodo minimo de 30 meses;

e Idade a partir de 3 anos;

e Critério de uso da HU conforme protocolo do Ministério da Salde;

e Assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e esclarecido);

e Quando menor de 18 anos o TCLE deve ser assinado pelo responsavel legal;

e CondicBes de comparecer as consultas e de realizar exames laboratoriais periodicos;

e Teste de gravidez (beta-HCG sérico) negativo para mulheres em idade reprodutiva;

e Mulheres em idade reprodutiva devem se comprometer a usar método
anticoncepcional com eficacia confirmada durante a terapia com HU.

Foram excluidos da amostra os pacientes com periodo de uso da HU inferior a 30
meses; e 0s que nao apresentassem em prontudrio dados para a analise da HbF no periodo do
tratamento, bem como de outras varidveis clinicas e laboratoriais que permitissem avaliacdo
da resposta ao tratamento com a medicagéo.

Desta forma, foram selecionados 50 pacientes para o estudo em tratamento com
(HbF). A partir da amostra selecionada, realizou-se uma anélise retrospectiva dos prontuarios,

buscando-se as informag6es seguintes, organizadas em uma planilha de Excel (2007):



23

e Idade, sexo, raca e tipo sanguineo e se fenotipado;

e Hemoglobina Sérica (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Leucdcitos (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Neutrofilos (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Reticuldcitos (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Contagem de plaquetas (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Hemoglobina Fetal (HbF) (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Hemoglobina S (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Bioquimica: TGO e TGP (inicio do tratamento, 06, 24 e 30 meses);

e Avaliagdo da necessidade transfusional e tipo de hemocomponentes transfundido (do
inicio do tratamento até os 06, dos 18 até os 24, dos 24 até os 30 meses);

e Numero de Crises vaso oclusivas (do inicio do tratamento até os 06, dos 18 até os 24,

dos 24 até os 30 meses);

Os dados observados serviram de base para a andlise quanto a adesdo ou ndo do
paciente ao tratamento e para a classificagdo quanto ao tipo de respondedor. Quanto ao tipo de
resposta, os pacientes foram divididos entre bons (BR) e maus respondedores (MR).

De cada individuo foram coletados 5mL de sangue periférico utilizando EDTA como
anticoagulante, para posterior extracdo de DNA pelo método classico fenol-cloroférmio com
adaptacOes. A investigacdo do SNP RS 890293 no GENE CYP2J2 foi realizado pela técnica
do PCR em tempo real (Real Time PCR), através da metodologia TagMan, utilizando
iniciadores e sondas desenvolvidos pelo software File Builder 3.1 da Applied Biosystems,
previamente padronizados via genebank.

Os haplétipos do gene da HbS foram previamente obtidos pela anélise de cinco sitios
de restri¢ao localizados na regido 5’ do gene & do complexo B-simile: Hincll-5¢; Hindll1-yG;
Hindlll-yA; Hincll-yp e HinclI-3’yp, de acordo com protocolo descrito por Guerreiro et al.
(1992), 2: Sutton et al. (1989).

Pelas informacdes obtidas por meio dos prontuarios, foi realizada uma analise
estatistica descritiva qualitativa, e elaborados tabelas conforme os objetivos da pesquisa.

Para avaliar a associacao entre o gendtipo (polimorfismo no gene CYP2J2), haplétipos
do gene da HbS e variaveis hepatoxidade, mielotoxidade e tipo de respondedor, foram
utilizados os testes Exato de Fisher e o teste G. Para avaliar a associa¢cdo do polimorfismo do
gene CYP2J2 em relagéo aos niveis de HbF foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para todo o
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trabalho foi utilizado o nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas

no programa Prisma 6.0.

4 RESULTADOS

Dentre os 50 (cinquenta) pacientes incluidos no estudo que representam 100%. Onde
50% (n = 25) eram do sexo masculino e 50% (n = 25) do sexo feminino; 56% estavam na
faixa etaria de 11 a 20 anos (n = 28) e 28% de 21 a 30 anos (n = 14), no periodo analisado. A

maior parte dos pacientes 56% (n = 28) apresentaram o grupo sanguineo O+ (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos 50 pacientes com doenca falciforme investigados no presente

trabalho.
Freq (n) %
Sexo
Masculino 25 50,0
Feminino 25 50,0
Idade
11-20 28 56,0
21-30 14 28,0
31-40 5 10,0
41-50 2 4,0
61-70 1 2,0
Grupo sanguineo
A+ 13 26,0
AB+ 1 2,0
B- 1 2,0
B+ 6 12,0
O- 1 2,0
O+ 28 56,0

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

A comparacdo dos haplétipos do gene da HbS e presenca de hepatoxicidade com
resposta ao uso de HU entre os pacientes com doenca falciforme. Na analise, dos resultados
18% (n = 9) apresentaram hepatdxidade, ndo sendo estatisticamente significativos (p =
0,6141, p = 0,8708, p = 0,5412). (Tabela 2)
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Tabela 2 - Comparacéo entre a presenca de hepatoxicidade e haplétipos do gene da HbS entre
0s pacientes com doenca falciforme do Estado do Para.

Hapldtipos Hepatoxicidade
Sim % N3o % Valor de p

Banto Banto 1 11,1 14 34,1 0,6141
Banto Benim 5 55,6 12 29,3
Banto Camarodes 1 11,1 3 7,3
Banto Senegal 1 11,1 4 9,8
Benim Benim 1 11,1 5 12,2
Benim Senegal 0 0,0 3 7,3

9 100,0 41 100,0

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor
*Teste G

A comparacdo dos haplétipos do gene da HbS e presenca de mielotoxidade com
resposta ao uso de HU entre os pacientes com doenca falciforme. Na analise, dos resultados
34% (n = 17) apresentaram mielotoxidade, ndo sendo estatisticamente significativos (p =
0,6141, p =0,8708, p =0,5412). (Tabela 3)

Tabela 3 - Comparacdo entre a presenca de mielotoxicidade e hapl6tipos do gene da HbS
entre os pacientes com doenca falciforme do Estado do Para.

Mielotoxicidade

Sim % N30 % Valor de p
Banto Banto 6 35,3 9 27,3 0,8708
Banto Benim 6 35,3 11 33,3
Banto Camaroes 2 11,8 2 6,1
Banto Senegal 1 5,9 4 12,1
Benim Benim 1 5,9 5 15,2
Benim Senegal 1 5,9 2 6,1

17 100,0 33 100,0

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor
*Teste G

A comparacdo dos haplotipos do gene da HbS em relacdo ao uso de HU (bons
respondedores/BR e maus respondedores/MR) entre os pacientes com doenga falciforme. Na
analise, dos resultados o haplétipo Banto Banto corresponde a 38,7% (n = 12), dentro dos BR
e 0 hapldtipo Benim Senegal 6,5% (n = 2) com menor a resposta ao uso de HU, ndo sendo
estatisticamente significativos (p = 0,6141, p = 0,8708, p = 0,5412). (Tabela 4)
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Tabela 4 - Comparacao entre bons respondedores e maus respondedores em relacdo ao uso de
HU e hapl6tipos do gene da HbS entre os pacientes com doenca falciforme do Estado do

Para.
Respondedor

Sim % N30 % Valor de p
Banto Banto 12 38,7 3 15.8 0.5412
Banto Benim 8 25,8 9 47,4
Banto Camaroes 3 9,7 1 5,3
Banto Senegal 3 9,7 2 10,5
Benim Benim 3 9,7 3 15,8
Benim Senegal 2 6,5 1 5,3

31 100,0 19 100,0

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor
* Teste G

A Tabela 5 mostra que ao longo dos meses de administragdo da HU houve uma
diminuigdo da quantidade de transfusdes realizadas pelos pacientes durante os 24 meses de
administracdo do farmaco, tendo um aumento de transfusdes quando a dose de HU atinge os

30 meses de tratamento.

Tabela 5 - Quantidade de transfusBes sanguineas e tempo de administracdo da HU entre 0s
pacientes com doenga falciforme.

Quantidade de Transfusdes Tempo de administracdao da HU
6 meses % 24 meses % 30 meses %
0 32 64 38 76 35 70
la3 15 30 9 18 14 28
4a5 3 6 3 6 1 2
Total 50 100 50 100 50 100

Fonte: Prontuérios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

As frequéncias genotipicas observadas para o polimorfismo no gene CYP2J2
(rs890293) entre os pacientes foram de 80% com gendétipo CC, 18% com gendtipo CA e 2%
com genotipo AA, sendo 0,89 a frequéncia do alelo C e 0,11 do alelo A. A amostra encontra-
se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,5683).

As médias dos niveis de HbF antes do tratamento com HU e apds a administracdo do
medicamento, em um periodo de dois anos, quando a dose tende a se estabilizar estdo

mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Médias de HbF no inicio do tratamento e com periodo de 2 anos de administracdo
do farmaco HU de acordo com os gendtipos para o polimorfismo do gene CYP2J2 entre 0s
pacientes com doenca falciforme do Estado do Para.

Gendtipos N Médias de HbF
Inicio 30m
cC 40 4,2% 11%
CA 9 2,8% 9,4%
AA 1 3,4% 15%

Fonte: Prontuarios da Fundagdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

A tabela 7 mostra que a comparacdo do metabolismo da hidroxiureia em relacdo a
hepatoxidade e os genotipos polimorfismo do gene CYP2J2 (rs890293) ndo foram
estatisticamente significativas entre os pacientes com doenca falciforme do estado do Paréa (p
=0,2324,p =0,7248 e p = 0,6514).

Tabela 7 - Comparacdo entre 0s gendtipos do polimorfismo no CYP2J2 em relacédo a
hepatoxicidade entre os pacientes com doenca falciforme do Estado do Para.

Gendtipo Hepatoxicidade
Sim % Nao % Valor de p
CC 9 100 31 75,6 0,2324
CA 0 0 9 22
AA 0 0 1 2,4
Total 9 100 41 100

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

A tabela 8 mostra que a comparacdo do metabolismo da hidroxiureia em relagdo a
mielotoxicidade e os gendétipos polimorfismo do gene CYP2J2 (rs890293), ndo foram
estatisticamente significativas entre os pacientes com doenca falciforme do Estado do Para (p
=0,2324,p =0,7248 e p = 0,6514).

Tabela 8 - Comparacao entre 0s genotipos do polimorfismo do gene CYP2J2 e
mielotoxicidade entre os pacientes com doenca falciforme do Estado do Para.

Gendtipo Mielotoxicidade

Sim % Nao % Valor de p

CcC 14 82,4 26 78,8 0,7248
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CA 3 17,6 6 18,2
AA 0 0 1 3
Total 17 100 33 100,0

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

A tabela 9 mostra que as comparagdes do metabolismo da hidroxiureia em relagéo a
resposta a terapia com HU (BR e MR) e os genotipos polimorfismo do gene CYP2J2
(rs890293) nao foram estatisticamente significativas entre os pacientes com doenca falciforme
do Estado do Para (p = 0,2324, p = 0,7248 e p = 0,6514).

Tabela 9 - Comparagéo entre os gendtipos do polimorfismo do gene CYP2J2 e bons e maus
respondedores entre os pacientes com doenga falciforme do Estado do Para.

Genotipo Resposta ao uso da HU
BR % MR % Valor de p
CcC 25 80,6 15 78,9 0,6514
CA 5 16,1 4 21,1
AA 1 3,2 0 0
Total 31 100 19 100

Fonte: Prontuarios da Fundacdo Hemopa
Nota: Dados trabalhados pelo autor

Quanto a distribuicdo da expressdo do gene CYP2J2 e sua relagdo com 0 genotipo,
onde AA representa 0 homozigoto mutante, de metabolizacdo lenta, CA heterozigoto, de
metabolizacdo intermediaria, e CC, o homozigoto selvagem, de metabolizacdo rapida;
observou-se maior relacdo entre o homozigoto selvagem, de metabolizacdo rapida e o
genotipo SS, contudo, o referido gendtipo foi mais frequente, representando 76% da amostra
(Figura 3).

Figura 3 - Distribuigdo da Expressdo do Gene CYP2J2 x Genotipo
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Na investigacdo sobre o tempo de tratamento com a HU e a inducdo de HbF,
observou-se que apds 30 meses de tratamento 32,64% dos pacientes apresentaram aumento da

HbF e 18,36% diminuicdo (Figura 4).

Figura 4 - Hbf em 30 Meses de Tratamento com a HU
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Nos pacientes 0s homozigotos selvagens (Figura 5), verificou-se tendéncia ao aumento
da hemoglobina fetal ap6s os 24 meses, com resultados significativos aos 30 meses.

Figura 5 - Hbf em 30 Meses de Tratamento coma HU - CC

40+

304

%

204

104

Fonte: Hemopa



30

5 DISCUSSAO

O termo “Seguranca do uso da hidroxiureia” em longo prazo, em relacdo a toxidade e
genotoxidade do farmaco permanece por muito como obstaculo para escolha do protocolo de
tratamento para portadores de DF. Nesse estudo foram avaliados a variabilidade de resposta
da HU com fatores genéticos, resposta ao tratamento da HU utilizada com tempo
determinado, correlacionando com a expressaio da HbF e efeitos adversos como
mielotoxicidade e hepatoxicidade dos pacientes.

Deve-se considerar a hemoglobina fetal como um marcador de tratamento em longo
prazo para as pessoas com doenga falciforme no uso da hidroxiureia, onde o chamado bom
respondedor (BR) chega atingir niveis de HbF de 20%, podendo a partir deste resultado ser
estipulada a dose maxima tolerada (DMT) evitando os efeitos indesejaveis de toxidade da
HU, que impacta diretamente ao risco maior de morbimortalidade. O importante é que o
portador de DF mantenha o segmento adequado e com intervalos regulares, onde os efeitos
indesejaveis podem ser identificados em tempo habil, permitindo a readequacéo da dose.

Destaca-se que 82% da amostra de pacientes que faz tratamento na Fundacédo
HEMOPA ndo apresentam hepatoxicidade e 66% desses sem mielotoxicidade, efeitos
adversos que dificultam a boa administracdo de medicamentos e terapéutica da doenca. 1sso
provavelmente é reflexo dos cuidados de dosagens da farmaco que a equipe de salde tem,
como também pela disciplina de retorno por parte do paciente para realizar de forma
adequada suas avaliagdes.

Os pacientes com doenca falciforme necessitam de investigaches genéticas para
tratamento mais personalizado, visto que necessitam de tratamento ao longo de toda sua vida
e tal medicamento tem alguns riscos de efeitos adversos, sendo obrigatéria a parada de sua
administracdo. Dessa forma o conhecimento das variantes genéticas que possam estar
associadas as gravidades clinicas e perfil hematoldgico desses pacientes e estabelecer um
provavel prognostico que os permita decidir sobre quais tratamentos devem ser escolhidos de
acordo com esse perfil.

O polimorfismo investigado no presente trabalho estd em uma regido promotora do
gene CYP2J2 (rs890293), diminuindo a expressdo desse gene e por isso impedindo uma
metabolizacdo mais eficiente de farmacos (Spiecker et al., 2004). Em algumas populacGes,
como na China, essa variante tem sido associada com maior gravidade clinica (Jie et al., 2010,
Zhu et al., 2013) porém em outras regides, como na Europa, essa variante ndo mostrou

associacdo com nenhuma doenca ja estudada (Fava et al., 2010, Hoffmann et al., 2007).
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As médias de HbF foram observadas antes do inicio do tratamento com HU e ap6s o
periodo de 30 meses. E importante observar que pacientes que apresentaram o alelo mutante
(A) de forma heterozigota foram aqueles que tiveram menores aumentos das médias de HbF
apos o tratamento, o que sugere maior dificuldade de inducdo de HbF, devido a menor
producdo de enzimas do CYP2J2 de acordo com sua diminui¢do de expressdo dada presenca
da mutacdo. Em relacdo ao gendtipo homozigoto, ndo podemos fazer nenhuma inferéncia.

Na amostra de pacientes com doenca falciforme do presente trabalho ndo foram
observados resultados estatisticamente significativos em relacdo ao polimorfismo do gene
CYP2J2 e efeitos adversos (hepatoxicidade e mielotoxicidade) e resposta a HU. Sugere-se que
iSso ocorreu devido 0 pequeno tamanho amostral eleito para investigagdo do estudo. Sugere-
se que a amostra seja aumentada ao total de pacientes com doenca falciforme que fazem
tratamento com HU no estado do Para, para que se possa visualizar se esse polimorfismo sera
importante para investiga¢Oes individuais sobre bons e maus prognésticos dos pacientes, e ter
uma observacéo efetiva a respeito desse gene e HU.
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6 CONCLUSAO

- Néo héa associagdes entre as combinagdes haplotipicas do gene da HbS e presenca de
hepatoxicidade e mielotoxicidade, e resposta ao uso de HU entre os pacientes com doenca
falciforme;

- As médias de crises vaso oclusivas e quantidade de transfusdes sofreram um pequeno
aumento no periodo de 30 meses de tratamento da HU, que pode ser devido o tipo de
metabolismo do paciente, diminuindo o efeito do tratamento ou a adesd@o ao tratamento pelo
paciente;

- O polimorfismo do gene CYP2J2 (rs890293) ndo mostrou nenhuma associa¢do com
a resposta ao tratamento da HU, hepatoxidade, mielotoxicidade entre os pacientes com doenca
falciforme do estado do Para. Isso pode ser devido o pequeno tamanho amostral utilizado no
presente trabalho, sendo necessaria uma investigacdo mais ampla do estudo.

Considerando que a AF é uma doenga com riscos e sequelas e ainda pouco conhecida
por muitos profissionais da area de salde, € necessaria maior divulgacdo nas redes de
comunicacdo e fazer parte da matriz curricular dos cursos da area da saude, pois todo
resultado de impacto é importante para melhoria da populacdo. Novos protocolos devem ser
avaliados com a farmacogendmica, permitindo melhor resposta terapéutica e menor eventos
indesejaveis, com maior adesdo ao tratamento pelos portadores de doenca falciforme. A
medicina de precisdo € um futuro permitira o uso da dose adequada e risco menor de eventos

indesejados.
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