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RESUMO

CONTEXTO: A drepanocitose € uma anemia hemolitica he-
reditaria com caracteristicas pro-adesivas, pro-inflamatorias
e pré-coagulantes, incluindo alteragdes na hemostase e acti-
vagéo da cascata da coagulagao.

PLANO DO ESTUDO: Neste estudo analisaram-se, em 140
drepanociticos africanos e 126 individuos sem hemoglobina
S também de origem africana, variantes genéticas polimorfi-
cas em quatro /oci envolvidos na coagulagdo (F2 20210G>A
e F5R506Q), na fibrindlise (PAI-1 5G>4G), ou no metabolis-
mo da homocisteina (MTHFR 677C>T). Estratificaram-se os
pacientes em dois grupos de acordo com a ocorréncia ou nao
de, pelo menos, uma complicagéo vaso-oclusiva (CVO) gra-
ve até a data da sua participagao no estudo.

RESULTADOS: N&o se observou uma associacao estatisti-
camente significativa entre a ocorréncia de uma CVO grave e
a heranga do alelo predisponente a trombose, 4G no locus
PAI-1 ou 677T no locus MTHFR. Nenhum drepanocitico
apresentava os alelos F2 20210A ou F5 506Q (factor V Lei-
den). Visando excluir a possibilidade de que genuinas dife-
rencas inter-grupos fossem mascaradas pela presenca de
individuos mais jovens no grupo sem-CVO, dividiu-se este
num sub-grupo de pacientes mais novos e num sub-grupo de
pacientes cuja idade nao diferia significativamente do grupo
com-CVO grave. Mesmo assim, ndo foi encontrada associa-
cao significativa. No entanto, pode observar-se, no grupo de
doentes com o alelo PAI-1 4G (cuja expresséo resulta numa
diminuicdo da actividade fibrinolitica), uma tendéncia
(OR=1,6) para um risco acrescido de CVO. Esta tendéncia
era ligeiramente maior (OR=2,1) se se considerasse apenas
a CVO sindrome toracica aguda.

CONCLUSOES: O alelo 4G no promotor do PAI-1 podera ser
um factor de risco para CVO na drepanocitose, uma hipétese
a testar numa série maior de doentes, idealmente oriunda de
uma populagdo homogénea e com alta prevaléncia de drepa-
nocitose.

Palavras-chave: drepanocitose, polimorfismos genéticos (F2,
F5, MTHFR, PAI-1), vaso-oclusao.

ABSTRACT

CONTEXT: Sickle cell disease (SCD) is a hereditary hae-
molytic anaemia with pro-adherence, pro-inflammatory and
pro-coagulant features, including haemostatic changes and
activation of the coagulation cascade.

STUDY PLAN: In this study we have tested 140 SCD African
patients, and 126 African individuals not producing haemo-
globin S, for polymorphic genetic variation at four lociinvolved
in the control of blood coagulation (F2 20210G>A and F5
R506Q), fibrinolysis (PAI-1 5G>4G), or homocystein metabo-
lism (MTHFR 677C>T). Patients were stratified into two
groups: those with at least one major vaso-occlusive compli-
cation (VOC) and those so far without any of these complica-
tions.

RESULTS: No statistically significant association was obser-
ved between the occurrence of a major VOC and the inheri-
tance of the prothrombotic allele, 4G at PAI-1 locus or 677T
atMTHFR locus. No SCD patient had the F2 20210A or the F5
506Q (factor V Leiden) allele. In order to exclude the possibi-
lity of actual inter-group differences being masked by the pre-
sence of younger individuals in the uncomplicated patient
group, we have sub-divided it into a sub-group of younger
patients and a sub-group of patients with an average age not
significantly different from the major-VOC group. Still, no sig-
nificant association was found. Nevertheless, a trend
(OR=1.6) towards an increased VOC risk could be observed
in the group of patients carrying the PAI-1 4G allele, which
results in a decreased fibrinolytic activity. This trend was sli-
ghtly stronger (OR=2.1) if acute chest syndrome was the only
VOC to be considered.

CONCLUSIONS: The 4G allele within the PAI-1 promoter
may be a VOC risk factor in SCD, a hypothesis to be tested in
a larger patient series, ideally from a high sickle cell disease
prevalence homogeneous population.

KEY-WORDS: sickle cell disease, genetic polymorphism (F2, F5,
MTHFR, PAI-1), vaso-occlusion.
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INTRODUCAO

A drepanocitose é uma anemia hemolitica hereditiria e
clinicamente heterogénea que apresenta caracteristicas
pro-adesivas, pro-inflamatorias e pro-coagulantes. Estas
dltimas incluem alteragdes na hemostase e activacdo da
cascata da coagula¢ao?. No entanto, o significado deste
estado pro-coagulante nio € claro, observando-se uma
marcada variabilidade inter-individual na frequéncia e
gravidade dos episddios vaso-oclusivos. Varias tentati-
vas de delinear um perfil genético predisponente ou pro-
tector das complicacdes vasculares na drepanocitose,
com potencial valor prognéstico, tém conduzido a resul-
tados contraditorios®>. Entretanto, anunciou-se, em 2003,
a realizacao de um estudo de associacdo caso-controlo
da doenca cérebro-vascular em criancas drepanociticas
que combinaria a abordagem por genes candidatos com
uma abordagem pan-genémica®. Infelizmente, os resul-
tados de tdo promissor estudo, tanto quanto sabemos,
ainda nao foram publicados.

O presente artigo relata os resultados de um estudo de
associacdo entre a heranca de determinados alelos em
genes envolvidos no controlo da coagulagio sanguinea,
fibrindlise ou metabolismo da homocisteina e a ocorrén-
cia de complicagdes vaso-oclusivas graves em doentes
drepanociticos de origem africana.

METODOS
AMOSTRA POPULACIONAL

Neste estudo analisaimos 140 doentes drepanociticos (ge-
notipo HBB SS) de origem africana e que sao seguidos nos
hospitais portugueses. Do ponto de vista clinico, os doen-
tes foram estratificados em dois grupos: por um lado, os
que tinham tido, pelo menos, uma complica¢ao vaso-
oclusiva (CVO) grave (AVC, sindrome toracica aguda, os-
teonecrose ou ulcera de perna) e, por outro, aqueles que,
até a data da sua participac¢ao no estudo, nao tinham tido
qualquer daquelas complicacoes. O primeiro grupo (com-
CVO; n=41) tinha uma média de idades de 18,3+8,8 ano,
ratio de sexos (F/M) de 0,98 e valor médio de Hemoglobi-
na (Hb) de 8,1+1,1 g/dL. No segundo grupo (sem-CVO;
n=99), estes parametros tinham, respectivamente, os valo-
res de 9,1£7,6 ano, 1,05 e 8,0+1,1 g/dL. Como populac¢io
de referéncia, foram analisados 126 individuos sem drepa-
nocitose e nao produtores de HbS (gendtipo HBB AA)
também de origem africana, com média de idades de
28+8,3 ano, ratio F/M de 5,3 e valor médio de Hb de
12,1+1,3 g/dL. O estudo obteve parecer favoravel da co-
missao de ética institucional.

GENOTIPAGEM

Investigdmos a varia¢io genética polimérfica em quatro
loci envolvidos no controlo da coagulacao sanguinea
(protrombina, F2; factor V - F5), na fibrindlise (activador
do inibidor do plasminogénio — 1, PAI-1) ou no metabolis-
mo da homocisteina (metileno-tetrahidro-folato redutase,
MTHFR). A genotipagem foi realizada em DNA extraido
de sangue periférico’, por amplificacio enzimatica de
DNA (PCR) seguida de analise de polimorfismo de con-
formacao de DNA em cadeia simples (SSCP), em dois gru-
pos multiplex, essencialmente como descrito anterior-
mente®’. Sucintamente, as variantes F5: R506Q (Leiden) e
promotor PAI-1: 4G/5G foram amplificadas em simulta-
neo (temperatura de annealing: 54°C), e analisadas por
SSCP em gel de poliacrilamida nao-desnaturante a 6%, em
tampao TPE 1x; electroforese a 40W, 5Sh30m-7h30m, a 4°C.
As variantes F2: G20210A e MTHFR: C677T (temperatura
de annealing: 58°C) foram analisadas em gel MDE 0,75x
(FMC BioProducts, Rockland, ME) em tampzao TBE 0,6x;
electroforese a 6W, 13h-16h, 4 temperatura ambiente. As
bandas electroforéticas foram visualizadas por colora¢ao
do gel com nitrato de prata’.

ANALISE DE DADOS

A analise estatistica dos dados incluiu o teste de y? de sig-
nificancia da associacio e o cilculo de odds-ratio (OR)
para a ocorréncia de CVO.

RESULTADOS

Os resultados da genotipagem nos loci MTHFR e PAI-1 es-
tdo sumarizados no Quadro 1. Os loci F2: G20210A e F5:
R506Q (factor V Leiden) nio se revelaram polimérficos na
amostra de doentes em estudo pelo que nio voltardo a ser
considerados neste artigo. A distribuicao observada dos ge-
notipos nos loci MTHFR e PAI-1, tanto na amostra da popu-
lacao de doentes como na da populagio de referéncia, nao
se desvia significativamente do previsto, assumindo que a
populacio se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg.

N2o se observou uma associa¢ao estatisticamente signifi-
cativa (teste de ¢*) entre a ocorréncia de uma CVO grave e
a heranca (de uma ou duas copias) do alelo variante nos
loci MTHFR (alelo T) e PAI-1 (alelo 4G). Com vista a ex-
cluir a possibilidade de verdadeiras diferencas inter-gru-
pos (com-CVO versus sem-CVO) serem mascaradas pela
presenca de individuos mais jovens (e portanto expostos
durante menos tempo ao gendtipo SS) no grupo de pa-
cientes sem-CVO, sub-dividimos este ultimo num sub-
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QUADRO 1: GENOTIPAGEM DOS DOENTES DREPANOCITICOS E DE UM GRUPO DE INDIVIDUOS SEM DREPANOCITOSE DE
UMA POPULACAO DE REFERENCIA NOS LOCI MTHFR E PAI-1

Genétipo  n (%)

Fendtipo clinico n MTHFR (C677T) PAI-1 (promotor 5G/4G)

c/C C/T* T/T* 5G/5G 5G/4G” 4G/4G"
Sem drepanocitose, nem HbS
Populagio de referéncia 126 96 (76) 28 (22) 2(2) 59 (47) 58 (40) 9
Com drepanocitose 140
Sem-CVO 99 79 (80) 17 (A7) 33 67 (68) 26 (26) 6 (6)
Sem-CVO-1 52 42 (8D 8 (15 24 36 (69) 14 (27) 2 (4
Sem-CVO-2 47 37 (79 9 (19 12 31 (66) 12 (20 4(8)
Com-CVO 41 35 (86) 5(12) 1™ 23 (56) 17 (42) 1
STA 24 20 (83) 3 (13) 1@ 12 (50) 11 (46) 1@®

CVO, Complicagao vaso-oclusiva. CVO-1 e CVO-2, doentes com média de idades de 3,7+1,8 e 15,0+7,1 ano, respectivamente. STA, Sindrome toracica
aguda. A defini¢ao dos varios grupos fenotipicos encontra-se nas sec¢des de Métodos e Resultados. Os simbolos * e # assinalam as classes genotipicas

que foram reunidas para se proceder a andlise estatistica.

grupo (sem-CVO-1) de doentes mais novos (3,7+1,8 ano;
n=52) e num outro sub-grupo (sem-CVO-2) cuja média de
idades (15,0+7,1 ano; n=47) nio diferia significativamente
da do grupo com-CVO. Nio foi encontrada diferenca es-
tatisticamente significativa entre os grupos sem-CVO-1 e
sem-CVO-2 no que respeita a distrbuicio genotipica nos
loci MTHFR e PAI-1 (Quadro 2). Optimos, entdo, por com-
parar apenas as distribuicoes genotipicas entre os grupos

com-CVO e sem-CVO independentemente da variavel
idade. Apesar de nio atingir significancia estatistica, nota-
mos uma tendéncia (OR=1,6) para um aumento do risco
de CVO no grupo de pacientes com 1 ou 2 copias do alelo
PAI-1 4G, cuja expressio resulta numa diminui¢ao da ac-
tividade fibrinolitica. Esta tendéncia era ligeiramente mais
acentuada (OR=2,1) se a sindrome tordcica aguda fosse a
unica CVO a ser considerada (Quadro 3 e Figura 1.

QUADRO 2: SIGNTFICANCIA ESTATISTICA DAS DIFERENCAS NA DISTRIBUICAO GENOTIPICA NOS LOCI MTHFR E PAI-1
E ODDS-RATIO (OR) ENTRE INDIVIDUOS DREPANOCITICOS (SS) ESTRATIFICADOS POR IDADES

Sem-CVO-1 (3,7£1,8 ano; n=52)

Comparacao versus
Sem-CVO-2 (15,0+7,1 ano; n=47)
Locus b OR IC
MTHFR C677T 0,800 1,14 0,43-3,04
PAL-T 4G 0,728 1,16 0,50-2,7

x* (1 grau de liberdade)( o5 = 3,84. IC, Intervalo de confianca do OR (p=0,95).

QUADRO 3: SIGNIFICANCIA ESTATISTICA DAS DIFERENCAS NA DISTRIBUICAO GENOTIPICA NOS LOCI MTHFR
E PAI-1 E OR ENTRE INDIVIDUOS DREPANOCITICOS (SS) COM- E SEM-CVO

Comparagio Sem-CVO (n=99) Sem-CVO (n=99)
versus versus
Com-CVO (n=41) STA (n=24)
Locus x OR x OR IC
MTHFR CG677T 0,441 0,68 0,25-1,84 0,695 0,79 0,24-2,57
PAI-1 4G 0,193 1,64 0,78-3,46 0,105 2,09 0,85-5,16

¥’ (1 grau de liberdade)q o5 = 3,84. IC, Intervalo de confianca do OR (p=0,95). STA, sindrome tordcica aguda.
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Figura 1: Probabilidade de uma complicagao vaso-oclusiva grave (Pcyo)
em doentes drepanociticos em funcdo do seu gendtipo PAI-1 (promotor
4G/5G). 5G, Gendtipo 5G/5G. 4G, Gendtipos 5G/4G ou 4G/4G. STA,
Sindrome toracica aguda. Na caixa sob a figura estao indicadas as proba-
bilidades de significancia estatistica das diferencas observadas entre os
dois grupos genotipicos. Em ambas as comparagoes as diferencas nao
sao significativas (p>0,05).

DISCUSSAO

O estudo aqui apresentado visava investigar a associagio
entre a varia¢ao genotipica, em genes envolvidos na ma-
nuten¢io da homeostase da fluidez da circulagcio sangui-
nea (F2, F5), fibrindlise (PAI-1) ou metabolismo da ho-
mocisteina (MTHFR), e a ocorréncia de complicacdes
vaso-oclusivas graves em doentes drepanociticos de ori-
gem africana.

A analise genotipica efectuada sugeriu uma predisposicao
para CVO grave, em particular a sindrome toracica aguda,
nos individuos portadores do alelo 4G na regido do pro-
motor do gene PAI-1. Estudos anteriores haviam posto
em evidéncia, por exemplo através da determinacio do
tempo de lise do coagulo de euglobulina, um significativo
abaixamento da actividade fibrinolitica nos drepanociti-
cos com CVO". Estes achados apoiam a nossa sugestio
de que um maior risco de CVO pode resultar, inter alia,
do refor¢co da expressio do PAI-1 com o concomitante
reforco da inibi¢ao da activa¢iao do plasminogénio condu-
zindo, por essa via, a diminuicao da capacidade de disso-
lucao dos polimeros de fibrina que se depositam na pare-
de interna dos vasos*>. No entanto, nem sempre se tem
observado um aumento de risco trombético associado a
uma diminuicao da fibrinolise!%’.

Para confirmar estas sugestdes e delinear um perfil multi-
locus de susceptibilidade para CVO graves com significa-
do para o prognoéstico clinico, serd necessario constituir
uma série de pacientes clinicamente bem caracterizados
de muito maior dimensao daquela a que tivémos acesso
para a realizac¢ao deste estudo. Tal série podera ser obtida
ou através da agregacio de dados obtidos em diferentes
populacoes de baixa prevaléncia de drepanocitose ou,
com vantagem, através do recrutamento de pacientes
numa Unica (e mais homogénea) populacio de elevada
prevaléncia e, de preferéncia, beneficiando de um progra-
ma de rastreio neo-natal da doenca (estudo de cohorte).
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