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ANTIGENOS PLAQUETARIOS HUMANOS HPA1, HPA3 E HPA5 E RISCO DE EVENTOS VASO-OCLUSIVOS

HUMAN PLATELETS ANTIGENS HPA1, HPAS AND HPA5 AND RISK OF EVENTS OCCLUSIVE VASCULAR IN CARRIERS

Elisangela Vitoria Adorno, Handerson Fabricio Costa de Almeida, Débora Santana Laranjeira, Mari Ney Tavares

EM PORTADORES DE ANEMIA FALCIFORME DE SALVADOR — BAHIA

OF SICKLE CELL ANEMIA OF SALVADOR-BAHIA

Almeida, Marilda Souza Gongalves
Faculdade de Farmdcia da UFBA; Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da FIOCRUZ, Salvador, Bahia, Brasil

A anemia falciforme (AF) é caracterizada por manifestacdes clinicas heterogéneas, provenientes da hemolise e
fendbmenos de vaso-ocluséo (VO). Atualmente, a ativagao e expressao de moléculas de adesdao em leucécitos, plaquetas
e células endoteliais tém sido associadas a génese da VO. Assim, o presente estudo investigou polimorfismos
génicos em glicoproteinas de membrana plaquetaria (GP) associando-os aos dados hematoldgicos e perfil clinico dos
pacientes. A casuistica foi de 77 individuos com AF, com mediana de idade de nove anos (0 a 17 anos). Os dados
clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos; as avaliagdes moleculares foram realizadas por reagdo em cadeia da
polimerase seguida pela digestdo com endonucleases de restricao (PCR-RFLP) e as analises estatisticas no programa
EPINFO, versdo 6.04. Nesse grupo, 59 (76,6%) individuos apresentaram internagdes hospitalares, 41 (52,3%)
utilizaram hemoderivados e 60 (77,9%) apresentaram pelo menos um evento VO. A analise para o polimorfismo
Hpal localizado no gene da GP Illa demonstrou 53 (68,8%) homozigotos para o alelo a, 23 (29,9%) heterozigotos e
um (1,3%) homozigoto b; a pesquisa do polimorfismo Hpa3 (GP11b) foi identificada em 70 individuos, demonstrando
27 (38,6%) homozigotos a, 35 (50,0%) heterozigotos e oito (11,4%) homozigotos b; o polimorfismo Hpa5 (GPla)
revelou 54 (70,1%) homozigotos a e 23 (29,9%) heterozigotos. Os resultados ndo demonstraram associacao entre 0s
polimorfismos e o perfil clinico dos portadores de AF de Salvador, Bahia. Entretanto, consideramos de fundamental
importancia a associacdo desses polimorfismos com a expressao de moléculas de adesdo em plaquetas, de maneira
a testar diretamente uma possivel participacao destes no fendmeno VO.

Palavras-chave: anemia falciforme, plaquetas, polimorfismo genético.

The sickle cell anemia (SCA) is characterized by clinical manifestations heterogeneous, proceeding from hemolytics and voso-
cclusive events (VOE). Currently, the molecule activation and expression of adhesion in leukocytes, platelets and endothelial
cells have been associates to the VOE. Thus, the present study it investigated genetic polymorphisms in glycoproteins gene of
platelets (GP) associating them it the hematological data and clinical profile of the patients. The casuistry was of 77 individuals
with SCA and medium of age of nine years (the 0 17 years). The clinical data had been gotten of medical handbooks; the
molecular evaluations had been carried through by reaction in chain of polymerase followed by the digestion with enzymes of
restriction (RCP-RFLP) and the statistical analyses in the program EPINFO, version 6.04. In this group, 59 (76.6%)
individuals had presented hospitalization, 41 (52.3%) had blood transfusion and 60 (77.9%) had presented at least a vaso-
occlusive event. The analysis for the polymorphism Hpal located in the GPllla gene demonstrated 53 (68.8%) homozygous
for allele, 23 (29.9%) heterozygous and one (1.3%) homozygous b; the research of the polymorphism Hpa3 (GPlIb) was
identified in 70 individuals, demonstrating 27 (38.6%) homozygous, the 35 (50.0%) heterozygous and eight (11.4%) homozygous
b; the polymorphism Hpa5 (GPla) demonstrated the 54 (70.1%) homozygous and 23 (29.9%) heterozygous. The results had
not demonstrated to association between the polymorphisms and the clinical profile of the carriers of SCA of Salvador, Bahia
State. However, we consider of basic importance the association of these polymorphisms with the molecule expression of
adhesion in platelets, in way to directly test a possible participation of these in vaso-occlusive phenomenon.

Keywords: sickle cell anemia, platelets, genetic polymorphism.

A anemiafaciforme (AF) écaracterizadapelahomozigose
para a hemoglobina S (Hb S), decorrente de uma mutacéo
pontual no sexto cddon do genedaglobinap (GAG—GTG),
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levando a substituicdo do &cido glutamico por valinanasexta
posicdo da cadeia polipeptidica beta®. A populacéo do
Estado daBahiaapresentaamaior incidénciabrasileiraparaa
HbS, sendo descrita pela associacdo de pais e amigos dos
excepcionaisdo Estado daBahia (APAE), aproximadamente,
1: 650 recém-nascidos com AF®@; resultados que confirmaram
os achados de Azevédo et a.® e de Adorno et al.®, que
descreveram afrequénciade 7,4% do gen6tipo AS em 1.200
criancas em idade escolar e 9,8% de heterozigotosAS; 0,9%
de heterozigotos duplos SC e 0,2% de portadores de AF entre
recém-nascidos de Salvador - Bahia, respectivamente. A AF
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apresenta distribuicdo mundial elevada, sendo caracterizada
por manifestacdes clinicas heterogéneas provenientes da
hemdlise continua e de fendmenos de vaso-oclusdo (VO). A
diversidade dos sintomas clinicos apresentados pelos
pacientes com anemiafal ciforme estafortementerelacionada
a interacdo de fatores genéticos, ambientais e socio-
econdmicos, sendo considerado um problema de salde
publica*®. V &riosfatores sdo descritos por alterarem o quadro
clinico da doenga, tais como as variagdes nos niveis da
hemoglobinafetal (HbF), tipo de haplétipo ligado ao grupo
de genes da globina 3 e presenca da talassemia o829,

Atualmente, a ativagéo e expressdo de moléculas de
adesdo em leucdcitos, plaquetas e célulasendoteliaistém sido
associadas a génese dos fendbmenos VO em individuos com
AF19_ Além disso, o estado inflamatério crénico presente
nesses individuos aumenta a atividade trombdtica e de
hipercoagul acdo, el evando os niveisdetrombina, consumindo
proteinas anticoagulantes e aumentando a contagem e
ativagdo das plaquetas™®. Da mesma forma, outras
anormalidades daviade coagul agéo parecem estar associadas
a adteracdo da hemostasia, tais como a presenca do fator V
L eiden, mutac&o no gene dametileno tetrahidrofol ato redutase
(MTHFR) e no gene da protrombina? 9,

Os complexos de glicoproteinas (GPs) de membranade
plagueta ou sistemas de antigeno plaquetario humano (Hpa)
estéo associados & adesdo, ativagdo, agregagdo plaquetéria,
estando correlacionados ao aumento do risco de doenca
coronariana e doenca oclusiva arterial cerebral, além de
aloimunizacdo. Atualmente, sdo conhecidos varios sistemas
de Hpa bialélicos distintos, sendo que uma distribuic¢éo
heterogénea de alelos Hpa tem sido descrita entre os grupos
étnicos diferentes, com relato de aproximadamente 24
aloantigenos especificos de plaqueta®* 2,

Ospolimorfismos em gene da GPs de plaguetas parecem
estar relacionados a alteragdes na densidade e funcdo desse
receptor namembrana, influenciando naocorrénciade eventos
trombdticos, através da ativagéo e agregacdo plaquetérias.
Alguns polimorfismostém sido considerados fatores derisco
para doenca arterial oclusiva cerebral e coronariana,
principalmente os a el os Hpa2-b no gene GPIb e 0 Hpa-1b no
GPllla, aémdo Hpa-5aedo polimorfismo silencioso 807C>T
no gene GPla®%12,

Desta forma, 0 objetivo desse estudo foi investigar a
presenca de polimorfismos no gene GPs de membrana
plaquetéaria em individuos com AF de Salvador - BA,
associando-os aos dados hematol égicos e o perfil clinico
desses individuos.

Material e Métodos
Casuistica

Foi realizado estudo de corte transversal em 77
individuos com AF atendidos no ambul atério de Hematologia
da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado da
Bahia(HEMOBA) e no Laboratério de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia— UFBA. O estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Maternidade Climério de Oliveira—UFBA (CEP-MCO-UFBA)
sob niimero 159 (CAAE —0145.0.054.000-06) eestaem acordo
com aDeclaracdo de Helsinki de 1975 e suarevisao de 2000.
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento
livreeesclarecido.

Osdadosclinicosforam obtidos apos preenchimento de
guestionario epidemioldgico e consulta aos prontuarios de
acompanhamento dos pacientes.

Andlises hematol 6gicas e de hemoglobinas

Asanalises hematol 6gi cas foram reali zadas em contador
eletrénico de células CellDyn 3.700 (llinois, EUA) e a
confirmacdo do perfil de hemoglobinas foi realizada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) no
equipamento Variant Hemoglobin Analyzer (Bio-Rad,
Berkeley, Cdlifornia, EUA).

Andlisesmoleculares

As determinacdes moleculares foram realizadas pela
técnicade reagéo em cadeiadapolimerase (PCR), utilizando
oligonucleotideos sintéticos especificos, seguidos pela
digestdo com endonucleases de restricdo (RFLP). Os
fragmentos obtidos por RFL P foram visualizados apés corrida
eletroforéticaem gel de agarose e poliacrilamida, coradospelo
brometo de etidio evisualizados em luz ultraviol etautilizando
fotodocumentador L Pix (Loccus Biotecnologia, Cotia, Sdo
Paulo, Brasil).

Andlise estatistica

Asandlises estatisticasforam realizadas no software EPI-
INFO versao 6.04. Os valores de p foram considerados
significativos quando menores que 0,05.

Resultados

No presente estudo foram investigados 77 individuos
com AF em atendimento no ambulatério de Hematol ogia
da Fundagéo de Hematol ogia e Hemoterapia do Estado da
Bahia (HEMOBA). Os pacientes apresentaram mediana
deidade de 9 anos, variando de 0 a 17 anos, sendo 49,4%
do sexo feminino. O padréo hematol 6gico revelou valores
médios para hemacias (Hm) de 3,24 x 105/mL (+ 0,89);
hemoglobina (Hb) de 8,9g /dL (x 1,99); hematdcrito (Ht)
de 27,5% (£ 6,1); volume corpuscular médio (VCM) de
86,8 fL (£10,6); hemoglobinacorpuscular média (HCM)
de 28,2 pg (£3,8); concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) de 32,5 % (+ 1,3); plaquetas
de 411 x 103 mL (% 199); contagem de leucdcitos (L euco)
de 12,7 x 103/ mL (£ 5,3) e HbF de 7,5% (+ 6,1). Entre os
pacientes estudados 41 (52,3%) utilizaram
hemoderivados; 59 (76,6%) apresentaram histérico de
internacdes hospitalares; 41 (53,2%) desenvolveram
pneumonia; 14 (18,2%) esplenomegalia; cinco (6,5%)
tiveram episodios de acidente vascular cerebral (AVC);
59 (76,6%) apresentaram crises dolorosas e seis (16,7%)
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individuos do sexo masculino tiveram histéria de
episodios de priapismo (Tabela 1). Entre os individuos
estudados 60 (77,9%) apresentaram pelo menos um
evento vaso-oclusivo.

Tabela 1. Dados hematol 6gicos e caracteristicas clinicas dos
pacientes com anemiafal ciforme participantes do estudo.

DADOS HEMATOLOGICOS Valores médios + DP

e Leucocitos (x10%/ mL) 12,7 £+ 5,4
e Hemécias (x10% mL) 3,24 + 0,89
e Hemoglobina (g/dL) 8,9 + 1,99
e Hematdcrito (%) 275+ 6,1
e \olume corpuscular médio (fL) 86,8 + 10,6
e Hemoglobina corpuscular média (pg) 28,2 £3,8

e Concentracéo de hemoglobina corpuscular média (%) 32,5 + 1,3
e Plaguetas (x10% mL) 411 + 199
e Hemoglobina fetal (%) 75+ 6,1

CARACTERISTICAS CLINICAS

N° de pacientes (%)

e Histéria de transfusdo sanguinea 41 (52,3)
e |nternacdes anteriores 59 (76,6)
e Pneumonia 41 (52,3)
e Esplenomegalia 14 (18,2)
e Acidente vascular cerebral 05 (6,5)
e Crises de dor 59 (76,6)
e Priapismo (grupo masculino) 6 (16,7)

(*) DP = desvio padréo.

A andlise molecular paraosgenes de GP demembrana
plaquetéariademonstrou para o polimorfismo Hpal 53 (68,8%)
homozigotos para o alelo a, 23 (29,9%) heterozigotos para
os aelos ae b e um (1,3%) homozigoto b; a pesquisa do
polimorfismo Hpa3 foi realizada em 70 pacientes com 27
(38,6%) homozigotosparao aelo a, 35 (50,0%) heterozigotos
e oito (11,4%) homozigotos para o alelo b; o polimorfismo
Hpab foi descrito em 54 (70,1%) pacientes homozigotos e 23
(29,9%) heterozigotosparao aelo a(Tabela?2).

A andlise de associagédo entre os polimorfismos de
GPs e o perfil clinico dos portadores de AF revelou a
ocorrénciadeeventosV O entre 17 (77,3%), 32 (80,0%) e 17
(77,3%) individuos portadores do alelo b para os sistemas
Hpal, Hpa3 e Hpab, respectivamente. O alelo b para os
polimorfismos estudados foi encontrado em todos os
individuos que desenvolveram priapismo, estando o
sistema Hpa3b presente em cinco (83,3%) dos seis casos

Tabela 2. Distribuic&o do genétipo e frequéncia a élica para
os polimorfismos Hpal, Hpa3 e Hpa5 nos genes de
glicoproteinas (GP) de membrana plaquetériaem individuos
comanemiafalciforme.

Polimorfismo Genotipo, n (%)
de GP P o

Frequéncia alélica

aa a b
Hpa 1 53 (68,8) 23 (29,9) 1(1,3) 0,838 0,162
Hpa 3 27 (38,6) 35 (50,0) 8 (11,4) 0,636 0,364
Hpa 5 54 (70,1) 23 (29,9) 0 0,851 0,149

descritos. Entre os cinco portadores de AF que
desenvolveram AV C, quatro (80%) apresentaramo alelo b
em pelo menos um dos polimorfismos Hpa 1, 3 e 5
estudados. Entretanto, ndo foram encontradas
significancias estatisticas nas analises descritas.

Discussao

O presente estudo avaliou afrequénciade polimorfismos
no gene GPs de membrana plaquetaria em um grupo de
individuos com AF de Salvador — Bahia, associando-0s aos
dados clinicos e hematol 6gicos.

O sistemaHpal estélocalizado naGP |l ladamembrana
plaquetéaria, membro dafamiliadeintegrinas, aqual participa
da formacdo do complexo Ilb/lIlIla que apresenta papel
fundamental na agregacdo e ativacéo plaquetéria, atuando
como receptor para ligagéo do fibrinogénio e fator de von
Willebrand®®. Polimorfismos em genes relacionados a
proteinas presentes nesse sistema tém sido associados a
ocorréncia de pUrpura trombocitopénica al oimune neonatal
entre caucasianos,; além disso, o aelo Hpal b parece estar
associado ao aumento de risco de doenca coronariana e
doenca oclusiva arterial cerebral?172223 O aumento da
prevaléncia do alelo Hpal b tem sido observado entre
individuos negros com hipertensdo, porém sem correlagéo
com doenca vascular, entretanto esse polimorfismo parece
estar associado ao risco de derrame entre mul heres caucasianas
de Baltimore, Washington — EUA®. O estudo realizado por
Kastrati et al.*¥ sugere que apresenca, em homozigose, desse
polimorfismo pode estar associada com o risco aumentado de
eventos adversos apos colocagd@o de stent coronario. No
presente estudo, aanalise do polimorfismo Hpal demonstrou
apenas um individuo portador do alelo b em homozigose,
confirmando os dados descritos por Castro et al.® que
estudaram a frequéncia genotipica do Hpal em diferentes
grupos étnicos, encontrando prevaléncia diminuida do
gendtipo bb entre a populacdo afro-descendente da Bahia e
de origem caucasianade S&o Paul o, bem como ausénciaentre
indiosdaAmazénia. No presente estudo, o polimorfismo Hpal
em heterozigose ab foi descrito em 29,9% da populagéo
estudada, diferindo dos resultados descritos por Castro et
al.® queencontraram 15,4 % paraesse genéti po napopul agdo
gera afro-brasileira. Entretanto, essesresultados corroboram
os achados de Castro et a.(”, que estudaram a frequéncia do
sistema Hpal entre portadores de AF de S&o Paulo e
encontraram a frequéncia de 2,25 % para o alelo b em
homozigose e 28,9% em heterozigose, porém sem associ agdo
com a ocorréncia de vaso-oclusdo.

O sistema Hpa3 tem sido associado a ocorréncia de
trombocitopeniaal oimune neonatal, causado, principa mente,
pelaincompatibilidade ligada ao alelo Hpa3a, descrevendo-
se uma gravidade semelhante a doenc¢a causada por
incompatibilidade do alelo Hpala™; entretanto, em estudo
envolvendo mulheres da Argélia observou-se frequéncia
elevada do alelo Hpa3b, associado ao risco aumentado de
aloimunizacao por esse sistema®. A frequéncia do
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polimorfismo Hpa3 (GPIIb) descrita no presente estudo
demonstrou similaridade entre os dados descritos por Castro
et al.® no trabalho envolvendo negros brasileiros. Em
Nnosso estudo, os eventos de VV O foram descritos em 80,0%
dos individuos que apresentaram o alelo Hpa3b; esse
mesmo alelo também esteve presente entre 83,3% dos
individuos que desenvolveram priapismo, embora sem
significancia estatistica.

O sistema Hpab (GPIa) do complexo a b, € um receptor
para col &geno, essencial paraaformagéo do trombo, através
da adesdo e agregacdo plaquetérias, podendo ser encontrado
em célulasendoteliais, fibroblastos elinfécitos ativados, tendo
sido associado a 19% dos casos de Plrpuratrombocitopénica
aloimune neonatal (NATP) em caucasianos® 2161719 N@ds
encontramos uma frequéncia de 70,1% para os homozigotos
aae 29,9% paraos heterozigotos ab, resultados que confirmam
a frequéncia descrita na populacdo geral de negros
brasileiros”. Entretanto, estudo realizado na populagéo de
portadores de AF de Sao Paulo® revelou a presenca de 8,8%
do aelo Hpab b em homozigose, sendo associado aocorréncia
de VO, diferente dos dados descritos no presente estudo,
onde ndo foram descritos casos de homozigose para esse
ado.

Embora, 0 alelo Hpa5atenhasido associado ao aumento
de risco de doenga coronariana e doenca oclusiva arterial
cerebral 519, Castro et al.(” descreveram acorrelagdo entrea
presenca do alelo Hpa 5b e o risco genético para o
desenvolvimento de VO em pessoas com AF de S&o Paulo,
porém sem associ agao com um ti po especifico deevento. Além
disso, estudos recentesrevelaram que o alelo b estaassociado
ao aumento do nimero de moléculas de GPla na superficie
das plaquetas, bem como a um risco aumentado de
desenvolvimento de doenga renal grave em individuos
hipertensos®9, Em nosso estudo, a presenca do alelo Hpab
b esteve presente em 77,3% dosindividuos que desenvolveram
eventosVO.

A maioria dos individuos com anemia falciforme que
apresentou o alelo b em homozigose ou heterozigose para
qualquer um dos trés polimorfismos Hpa 1, 3 ou 5,
desenvolveu eventos VO (77,6%), sendo que 80% dos AF
gue tinham desenvolvido AV C eram portadores do alelo b
para um dos trés polimorfismos estudados.

Dessa forma, o presente estudo, embora ndo tenha
encontrado associagdo estatistica entre a clinica e a
presencade polimorfismos do sistemaHpa(1, 3, 5), sugere
uma participagéo importante desse sistema nos eventos
VO.

Diante dos resultados encontrados, consideramos que
seria de fundamental importancia a associagdo da presenca
desses polimorfismos génicos com aexpressao de mol éculas
de adesdo em plaquetas, de maneiraatestar diretamente uma
possivel participacéo destes ho fendmeno VO. Estudos que
explorem essas vias de sinalizag&o poderdo contribuir paraa
instituicdo de novas modalidades terapéuticas no
acompanhamento clinico desses pacientes.
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