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RESUMO

Andrade BVM. Fatores associados a ocorréncia de hiper-hemdlise em pacientes
com doenca falciforme [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: A transfusdo de sangue € um recurso terapéutico de grande
importancia para pacientes com doenca falciforme (DF). Entre as complicacfes
associadas as transfusdes de sangue, a aloimunizacao a antigenos eritrocitarios
é frequente, associando-se a ocorréncia de reacbes hemoliticas poés-
transfusionais (RHPT). Pacientes com DF sdo susceptiveis a ocorréncia de
RHPT de gravidade bastante heterogénea. Em casos extremos, ha reducéo dos
niveis de hemoglobina em relacdo aos pré transfusionais, denotando a
ocorréncia de destruicdo de eritrocitos proprios do paciente, além dos
transfundidos, por via ndo totalmente esclarecida. A esta condi¢cdo se da o nome
de Sindrome de Hiper-hemolise (HS). A predicéo de ocorréncia de HS permite a
realizacdo de profilaxia com administracdo pré-transfusional da droga anti-CD20
(rituximab). H& poucos estudos em literatura que exploraram os fatores de risco
clinico para ocorréncia de HS. Objetivos: Determinar quais sdo os fatores clinicos
associados a ocorréncia de HS em pacientes com DF. Métodos: Trata-se de
estudo caso-controle tendo como fonte os pacientes cadastrados na coorte do
Estudo Longitudinal Multicéntrico da Doenca Falciforme — REDS-III, de 2013 a
2018, em quatro centros brasileiros: Hemominas, Hemope, Hemorio e ITACI —
Instituto de Tratamento do Céancer Infantil. Identificamos 13 casos de pacientes
ja transfundidos que apresentaram HS. Para cada caso foram selecionados
quatro controles. Os grupos foram comparados em termos sociodemogréficos,
epidemioldgicos, laboratoriais e clinicos. As analises foram realizadas no
programa R versédo 4.0.5 e foi considerado significativo p<0,05. Resultados: Os
pacientes que tiveram HS apresentaram maior proporcdo de anticorpos
irregulares (p=0,001). A ocorréncia de HS ndo se associou as caracteristicas
sociodemogréficas e epidemioldgicas avaliadas, e nem ao genétipo DF. Os
resultados laboratoriais ndo diferiram entre aqueles que apresentaram ou nao o

desfecho. Conclusao: Os pacientes com DF que desenvolveram HS na Coorte



do REDS IIl apresentaram o0s anticorpos antieritrocitarios como marcadores
primordiais para a ocorréncia de HS. O namero de bolsas transfundidas ao longo
da vida e as transfusdes por evento agudo, (internacao por crise de dor) podem
ser um indicativo de maior risco para a ocorréncia de HS. Esses dados séo
importantes para definir um grupo de pacientes mais suscetivel a HS, que
poderiam ser elegiveis para o uso profilatico de rituximabe. E necessario delinear
novos estudos, com maior nimero de amostras, capazes de esclarecer o

diagnéstico, fisiopatologia e definir o melhor tratamento para essa complicacao.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Hiperhemolise. Reacdo transfusional.
Reacao hemolitica. Transfus&o. Aloimunizagéo.



ABSTRACT

Andrade BVM. Factors associated with the occurrence of hyperhemolysis in
patients with sickle cell disease [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: Blood transfusion is a therapeutic resource of great importance for
patients with sickle cell disease (SCD). Among the complications associated with
blood transfusions, alloimmunization to erythrocyte antigens is frequent, being
associated with the occurrence of post-transfusion hemolytic reactions (PTHR).
Patients with SCD are susceptible to the occurrence of PTHR of very
heterogeneous severity. In extreme cases, there is a reduction in hemoglobin
levels in relation to pre-transfusion levels, denoting the occurrence of destruction
of the patient's own erythrocytes, in addition to the transfused ones, through a
route that is not fully understood. This condition is called Hyperhemolysis
Syndrome (HS). Predicting the occurrence of HS allows for prophylaxis with pre-
transfusion administration of the anti-CD20 drug (rituximab). There are few
studies in the literature that have explored clinical risk factors for the occurrence
of HS. Objectives: To determine which are the clinical factors associated with the
occurrence of HS in patients with SCD. Methods: This is a case-control study
based on the patients enrolled in the cohort of the Multicentric Longitudinal Study
of Sickle Cell Disease - REDS-III, from 2013 to 2018, in four Brazilian centers:
Hemominas, Hemope, Hemorio and ITACI - Instituto de Tratamento do Cancer
Infantil. We identified 13 cases of patients already transfused who had HS. For
each case, four controls were selected. The groups were compared in
sociodemographic, epidemiological, laboratory and clinical terms. The analyzes
were performed using the R program version 4.0.5 and p<0.05 was considered
significant. Results: Patients who had HS had a higher proportion of irregular
antibodies (p=0.001). The occurrence of HS was not associated with the
sociodemographic and epidemiological characteristics evaluated, nor with the
SCD genotype. Laboratory results did not differ between those who had or did
not have the outcome. Conclusion: Patients with SCD who developed HS in the

REDS Il Cohort had anti-erythrocyte antibodies as primary markers for the



occurrence of HS. The number of bags transfused throughout life and the number
of transfusions per acute event (hospitalization due to a pain crisis) may be
indicative of a higher risk for the occurrence of HS. These data are important to
define a group of patients more susceptible to HS, who could be eligible for the
prophylactic use of rituximab. It is necessary to design new studies, with a larger
number of samples, capable of clarifying the diagnosis, pathophysiology and
defining the best treatment for this complication.

Keywords: Sickle cell anemia. Hyperhemolysis. Transfusion reaction. Hemolytic

reaction. Transfusion. Alloimmunization.
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1. INTRODUCAO

O termo doenca falciforme (DF) engloba um conjunto de hemoglobinopatias de
elevada importancia clinica e epidemiol6gica *. No Brasil, segundo o Programa
Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), do Ministério da Saude, nascem 3.500
criangas por ano com DF e 200.000 com traco falciforme. Estima-se que
7.200.000 sejam portadoras do trago falcémico e entre 25.000 a 30.000 possuam
DF %234, As complicacdes clinicas na DF incluem anemia hemolitica cronica de
intensidade moderada ou grave, episddios dolorosos e intermitentes de vaso-
oclusdo, risco permanente de infec¢Bes, sindrome toracica aguda (STA),
acidente vascular cerebral (AVC), priapismo, retinopatia e danos cumulativos em
multiplos 6rgdos °. O quadro clinico da doenca pode impactar de forma

significativa a vida dos doentes e suas familias.

Diante da gravidade das complicacdes clinicas de determinados pacientes, a
transfusdo de sangue € um recurso terapéutico de grande importancia. A
transfusdo é um evento que acarreta tanto beneficios quanto problemas ao
receptor, que incluem o risco de infecgbes por agentes virais e bacterianos,

sobrecarga de ferro e reacdes transfusionais 678,

Define-se por reacado transfusional qualquer intercorréncia ocasionada pela
transfusdo de hemocomponentes, durante ou apds sua administracdo °. Em
virtude dos riscos inerentes a transfusao, discussdes sobre hemovigilancia se
iniciaram no Brasil nos anos 2000. Esse processo abrange todo o ciclo do
sangue e é capaz de obter e disponibilizar dados a respeito de eventos adversos
que podem ter ocorrido em etapas diferentes, com o objetivo de prevenir as
intercorréncias e aumentar a seguranca do doador e do receptor. Mesmo em
paises com expertise em hemovigilancia, como a Franca, onde 0s eventos
transfusionais sdo de notificacdo compulsoria, e na Inglaterra, onde ocorre a
coleta dos dados de maneira espontanea, uma taxa residual de ocorréncias €
observada, independente da qualidade e do controle do sistema de

hemoterapial®.
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No Brasil, as notificacbes de reacéo transfusional foram realizadas de maneira
espontanea até 2010, quando passaram a ser compulsorias, pela publicacdo da
RDC 57/2010®). Contudo, mesmo com os esforcos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), observamos um cenario de subnotificacdo de
eventos transfusionais. Esse fato dificulta o conhecimento da real frequéncia em

que eles ocorrem, além das reais condicGes a eles associadas'?.

As reacdes transfusionais podem ser classificadas como imunes ou nao imunes,
e podem ser imediatas ou tardias. Nos casos imediatos, a reacao ocorre durante
ou até 24 horas ap6s o inicio da terapia. Nos casos tardios, as intercorréncias

aparecem apos 24 horas do inicio da transfuséo 1213,

A aloimunizacdo eritrocitaria € uma resposta imunoldgica contra antigenos
eritrocitarios n&o-proprios, ocorrendo geralmente devido a transfusdes de
sangue e gestacdes. Além disso, € uma complicacdo transfusional tardia que
afeta 2-5% da populacdo geral e 30-40% dos pacientes com DF 4. Esse
processo acomete frequentemente pacientes falciformes em regime de
transfusdo crénica, situacdo em que o risco de aloimunizacdo €é de
aproximadamente 1% por unidade transfundida °. A etiologia da aloimunizacéo
em pacientes falciformes € provavelmente multifatorial. O estado cronico de
inflamacédo destes pacientes certamente contribui para o alto risco de
aloimunizagéo, embora 0 mecanismo especifico ndo tenha sido elucidado. Esse
processo gera grande impacto nos pacientes afetados, uma vez que limita a
disponibilidade de concentrados de hemacias (CH) compativeis para futuras
transfusdes, além proporcionar um maior risco para ocorréncia de reacdes

hemoliticas pés-transfusionais (RHPT).

Estudos antigos reportam uma alta incidéncia de RHPT, entre 11-16%, quando
0s pacientes eram compatibilizados apenas por ABO e RhD. Atualmente, com a
introducéo da fenotipagem estendida nos bancos de sangue (sistemas Rh, Kell,

Kidd, Duffy, ags S e s), sdo reportadas taxas muito mais baixas, entre 4-7% 1.

As RHPTs sdo complicacdes imunomediadas que contribuem para a morte
prematura dos pacientes. Elas podem ocorrer até 3 semanas ap0s uma

transfusdo de hemacias e possuem um diagnéstico desafiador, uma vez que
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seus sintomas mimetizam um crise vaso-oclusiva (CVO), complicagdo comum
em pacientes com DF. Dentre as RHPTs, a Sindrome de Hiper-hemdlise (HS) se
destaca por ser uma complicagdo com risco de morte onde, paradoxalmente,
observamos niveis de hemoglobina (Hb) mais baixos apds a transfusdo de

sangue. O mecanismo para sua ocorréncia néo esta claramente definido ’.

A presenca de aloanticorpos em pacientes com DF é favorecida por diferencas
nos polimorfismos de grupo sanguineo entre receptores de ascendéncia africana
e doadores caucasianos. Portanto, conseguir a inibicdo de respostas imunes
primérias ou secundarias aos antigenos do grupo sanguineo nesses pacientes
representa um importante objetivo terapéutico. A terapia de deplecao de células
B com rituximabe é comumente usada para tratar varias doencas mediadas por
autoanticorpos, incluindo anemias hemoliticas autoimunes. Assim, o rituximabe
pode ser util para limitar a aloimunizacdo em pacientes com DF e, dessa forma,

atuar na prevencado de RHPTs graves 8.

E importante ressaltar que pacientes com muito alto risco para RHPTs graves
podem receber a droga rituximab no pré-transfusional, a fim de minimizar os
riscos de ocorréncia de HS. Somente com a determinacao dos fatores de risco

para esta complicacdo é que a profilaxia podera ser precisamente indicada.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar os fatores clinicos e laboratoriais associados a ocorréncia de HS na

coorte de pacientes com DF do REDS Il

Objetivos Especificos

= Determinar a prevaléncia de HS na populagdo de pacientes com DF do
REDSIII

» Avaliar a frequéncia de HS nos pacientes com DF por transfuséo episodica

e por programa transfusional crénico;

= Determinar o perfil imuno-hematolégico dos pacientes com DF que

apresentaram HS.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca Falciforme

A DF foi detalhada pela primeira vez por Jamaes Herrick em 1910, que utilizou
o esfregaco sanguineo de um aluno da América Central para registrar seus
estudos. Em 1948, Linus Pauling descobriu a diferenca entre as moléculas de
hemoglobina A (HbA) e hemoglobina S (HbS), que ele relatou em seu famoso
artigo: “Anemia falciforme, uma doenca molecular!®. No artigo, Pauling
apresentou dois resultados importantes. Primeiro, a HbS € mais carregada
positivamente do que a HbA e, segundo, uma mistura dessas duas Hb tem um
padrdo eletroforético muito semelhante a Hb dos pais de pacientes com anemia
falciforme (AF). A partir desses dois fatos experimentais, Pauling concluiu que a
AF era, de fato, uma “doenca molecular’ e que a doenga nao era autossémica
dominante, como havia sido sugerido anteriormente, mas seguia um padrao de
heranca da genética mendeliana 2°. Em 1958, Vernon Ingram demonstrou que a
doenca era decorrente da substituicdo de um acido glutamico por valina na
posicdo 6 da cadeia beta da Hb. Essa substituicdo de aminoacidos é resultado
de uma mutacdo de ponto Unico do gene da Hb, que acarreta em mudancas
profundas no comportamento e conformacdo da molécula, originando, dessa

forma, a producéo de uma Hb anormal, denominada HbS 2122,

As DF sédo constituidas por varios genotipos com predominio de HbS sobre
outras Hb, com manifestacdes clinicas especificas e de intensidades variaveis.
Os gendtipos mais comuns que caracterizam as DF sédo: HbSS, que representa
a AF, HbS/Talassemia (alfa/beta), HbS/HbC, HbS/HbD, HbS/Persisténcia
Hereditaria da Hb Fetal 2. O individuo heterozigoto para a HbS (AS) é
denominado tragco falcémico e geralmente € assintomatico, com
aproximadamente 20 a 45% de HbS. Ja os portadores de AF possuem hemacias
contendo 80% ou mais de HbS, fato que se relaciona a importancia clinica dessa

doenca 2.
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6.acido =47
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glutamico L
glutamico

Hemoglobina normal Hemoglobina S

Figura 1: Hemoglobina normal (HbA) versus hemoglobina mutante (HbS). A HbA possui
acido glutamico, que é carregado negativamente, polar e hidrofilico, enquanto a HbS
possui valina, que é apolar e hidrofobica por natureza. Fonte: Adaptado de Brenner e
Sperctrin, 1979 22,

Uma das doencgas hereditarias mais comuns em todo o mundo, a DF é agora
entendida como uma doenca de importancia global e possui notavel significancia
clinica e econdmica. Varios estudos de coorte em paises de alta e média renda
demonstraram que o curso da DF mudou substancialmente desde a década de
1970 tanto em criangas como em adultos. Sobrevivéncia semelhante a de
criancas saudaveis foi relatada em criancas com AF nos Estados Unidos e no
Reino Unido. Em relacdo aos adultos com DF, em paises de alta renda a
expectativa de vida chega aos 67 anos, dado obtido em um hospital de Londres.
Ao avaliar a sobrevida de individuos com DF na Africa Subsaariana e india, o
cenario é oposto. Estudos africanos indicam uma taxa de mortalidade infantil

entre 50 a 90% 2425,

A distribuicdo geogréfica da DF é impulsionada principalmente por dois fatores:
a endemicidade da maléaria e os movimentos populacionais. Ha evidéncias claras
de que a HbS fornece uma protecdo notavel contra a malaria grave por P.
falciparum. Na verdade, individuos com HbS s&o 90% menos propensos a
apresentar malaria grave do que individuos com apenas Hb normal. Tal fato
explica as altas frequéncias dessa mutacdo em toda a Africa Subsaariana e

partes do Mediterraneo, Oriente Médio e india 25.


https://www.nature.com/articles/nrdp201810
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Movimentos populacionais, incluindo o comércio de escravos, levaram a uma
distribuicdo muito mais ampla, particularmente na América do Norte e Europa
Ocidental 24,

As estimativas sugerem consistentemente que aproximadamente 300.000 bebés
nascem por ano com AF. A grande maioria desses hascimentos ocorrem em trés

paises: Nigéria, Republica Democréatica do Congo,e india 24,

Recém-nascidos
com DF por
100.000
nascimentos
{2015)

mo
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Figura 2: Namero estimado de recém-nascidos com DF por 100.000 nascimentos em
cada pais no ano de 2015. Fonte: Kato, et al. 2018 *.

No Brasil a distribuicdo da doenca varia substancialmente entre os estados,
refletindo a heterogeneidade étnica da populacéo brasileira. As regides Norte e
Nordeste apresentam maior frequéncia de individuos com DF 2627, A Bahia
apresenta a maior incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com DF, sendo

um a cada 650 nascimentos, e em relagdo ao trago falciforme 17-28:29.30,

Em junho de 2001, por meio da Portaria do Ministério da Saude n° 822, houve a
ampliacdo das doencas triadas pelo PNTN, incluindo a detec¢do de DF e outras

hemoglobinopatias 3!. O “teste do pezinho” é oferecido de forma gratuita nos


https://www.nature.com/articles/nrdp201810
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centros de saude publicos, e deve ser realizado preferencialmente durante a
primeira semana de vida, sendo os exames de eletroforese em HPLC ou de
focalizacao isoelétrica os métodos utilizados para deteccdo da DF. Nos bebés a
partir do quarto més de vida, o método mais usual de eletroforese de
hemoglobina é utilizado para o diagnéstico da DF. Os individuos com traco
falciforme necessitam, eventualmente, de aconselhamento genético. Ja as
pessoas com diagndstico de DF precisam de assisténcia, oferecida por equipe
multidisciplinar, sendo de extrema importancia o tratamento e acompanhamento
clinico. Dessa forma, os hemocentros e 0s hospitais com servi¢os especializados
em hematologia fazem parte da rede de assisténcia e de referéncia nos Estados
para os portadores de DF com evolucdes graves e complicagbes decorrentes da

doenca %2,

3.1.1 Fisiopatologia

A DF se caracteriza por ser uma doenca de perfil inflamatério crénico, onde a
génese de grande parte das manifestacdes fisiopatoldgicas esta relacionada a
hemolise e vaso-oclusdo 2. Durante a desoxigenacado que segue a passagem
das hemécias na microcirculagdo, a molécula de HbS sofre uma mudanca
conformacional. Um polimero se forma e se alonga em fibras helicoidais que,
agrupadas, enrijecem e induzem a mudanca caracteristica da hemacia em forma
de foice. Essa deformacdo causa o efluxo de potassio, aumento do célcio
intracelular e da membrana, bem como a exposicao de moléculas da membrana
celular como fosfatidil-serina (PS) e CD36. Os eritrécitos circulantes expostos a
PS tém um papel em muitos eventos fisiopatoldgicos importantes, incluindo o

aumento da hemdlise. De fato, essas células incitam uma cascata inflamatoéria
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através da ativacdo endotelial, interacdo entre eritrécitos, glébulos brancos e

plaquetas, além de promover a ativacdo das vias de coagulacado 33,
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Figura 3: Fisiopatologia da DF. A HbS polimeriza quando desoxigenada, induzindo a
falcizacdo dos eritrocitos e hemolise. As hemacias falciformes interagem com os
glébulos brancos e plaquetas no endotélio vascular através de moléculas de adesédo
gue levam a vaso-oclusdo. A Hb e o heme livres liberados da hemdlise eritrocitaria
desencadeiam disfuncdo endotelial devido a deplecdo de Oxido nitrico, e ocorre a
vasoconstricdo. Os processos duplos de vaso-oclusdo e disfuncédo endotelial ativam
respostas inflamatorias, via aumento de citocinas e espécies reativas de oxigénio, o que
perpetua o processo de vaso-oclusdo. Fonte: Kavanagh, Fasipe, Wun.2022 34,

Os eventos agudos da doenca podem levar o paciente a disfungfes severas e
ocasionar a mortalidade precoce. J4& 0s mecanismos envolvidos nas
complicagbes cronicas ndo estdo totalmente elucidados. Habitualmente, as
disfuncdes cronicas, como por exemplo as lesdes renais, estdo instaladas em
torno da terceira década de vida do paciente e promovem impacto importante na
morbidade. No que tange a causa de morte, os acometimentos pulmonares e
cardiacos foram responsaveis por 45% dos 6bitos em estudos longitudinais de
pacientes com DF 3536,

Mesmo que a DF seja um distirbio monogénico, no nivel fenotipico é mais
provavel que seja uma doenca multigénica. Existem muitos fatores que podem
influenciar o resultado das apresentacgdes clinicas, tais como fatores ambientais,

psicolégicos, culturais e socioecondmicos. No entanto, 0S mecanismos
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epigenéticos parecem desempenhar um papel primordial na determinacéo de

diferentes fenétipos de DF ¥,

3.1.2 Complicacdes frequentes da DF
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Figura 4: Complicacgdes clinicas da DF. Fonte: Adaptado de Kato, et al, 2018 24,

1. Crises vaso-oclusivas (CVO)

A CVO é a manifestacdo que mais acomete os doentes falciformes, sendo

responsavel por 90% das internacdes hospitalares e pelo impacto negativo geral

na qualidade de vida relacionada a salde desses pacientes. O quadro de dor é

referente ao processo de falcizacdo das hemacias, que tem como consequéncia

a isquemia tecidual. O surgimento da CVO é imprevisivel, no entanto, evidéncias

epidemioldgicas indicam que o quadro é frequentemente iniciado por um

estimulo inflamatério ou ambiental, incluindo infec¢do, hipdxia, desidratacéo,

acidose, exposicdo ao frio e uso de alcool ou diuréticos.®® Os sitios mais

comumente afetados sdo a regido lombar (48,6%), fémur (29,5%) e joelhos

(20,8%).3° Também é descrita a presenca de edema, calor, hiperemia e restricéo
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de movimento. Os episodios de CVO podem se transformar em dor crénica.
Algumas crises tém resolucao espontanea e quando necessitam de tratamento,
sdo utilizadas como recurso a hidratagcdo e analgesia, sendo muitas vezes

necessaria a terapia transfusional °.
2. Sindrome toracica aguda (STA)

A STA é definida como um novo infiltrado alveolar a radiografia de térax,
associado a um ou mais sintomas como febre, sibilancia, tosse, taquidispnéia,
dor toracica e hipoxemia. Esse evento € a segunda maior causa de
hospitalizacdo dos pacientes com DF, sendo responsavel pela maior parte de
internacdo em centro de terapia intensiva e mortalidade precoce nesses
pacientes. Sua fisiopatologia é bastante complexa, embora seja esclarecido que
envolva infec¢do, embolia gordurosa (por necrose 6ssea), trombose pulmonar in
situ e vaso-oclusdo. Ao contrario da pneumonia, a STA é resultado da patologia
intrinseca da DF. Mesmo nos casos em que um gatilho microbiano € identificado,
o infarto é o produto da interacdo entre o agente infeccioso e a vulnerabilidade
do hospedeiro relacionada a DF. Um estimulo patogénico inicial leva a uma
resposta hiperinflamatéria nos pulmdes, com liberacdo de citocinas,
engajamento e recrutamento macico de neutréfilos e inflamacdo alveolar,
vazamento capilar e interrupcdo da troca de oxigénio 4. Muitas linhas de
pesquisa evidenciaram trombos plaquetarios e aumento do fator de von
Willebrand endotelial na microvasculatura pulmonar de pacientes que tiveram a

STA como causa de 6bito 3°.
3. Acidente Vascular Cerebral (AVC)

O AVC é uma das complicacfes clinicas mais temidas pelos pacientes com DF
devido a sua alta morbimortalidade, sobretudo aqueles com o genétipo HbSS,
que sdo mais susceptiveis a ocorréncia desse evento . O AVC isquémico
ocorre em aproximadamente 11% dos individuos com DF até os 20 anos de
idade, sendo que o risco é mais elevado na primeira década de vida. A incidéncia
do AVC hemorragico é menor nas criangas com DF, embora seja responsavel
por aproximadamente 3% dos casos nesta faixa etaria. Os eventos hemorragicos

sdo predominantes na terceira década de vida #2.
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A maioria dos casos parece estar associada a vasculopatia cerebral da DF,
embora essa relagdo ndo esteja bem estabelecida. O processo envolve
alteragbes na hemodinamica vascular, estresse oxidativo associado a hemolise
além da ativacdo hemostatica e adesado celular. A vasculopatia cerebral pode

afetar tanto a dinamica neurolégica do paciente quanto a sua funcéo cognitiva®3.

O rastreamento de risco de AVC é feito através do exame de doppler
transcraniano (DTC). Esse método mede a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral nos segmentos arteriais insonados, determinando a velocidade média
méaxima dos vasos. Sabe-se que o aumento da velocidade de fluxo cerebral nas
artérias cerebrais carétida interna e artéria cerebral média, detectada pelo
doppler, prediz risco aumentado de AVC em criancas com DF. Nos casos de
pacientes com alto risco de AVC, a transfusdo de sangue regular € um recurso

utilizado na prevencéo .
4. Necrose avascular (NA)

A NA é uma complicacdo esquelética comum da DF, que presumivelmente surge
guando as células falciformes prejudicam repetidamente o fluxo sanguineo para
a superficie das articulacbes, causando infarto 6sseo nas placas epifisarias e
artrite degenerativa de inicio precoce. Embora multiplas articula¢cdes possam ser
afetadas simultaneamente pela NA, a cabeca femoral € mais comumente
envolvida, ja que nado possui fluxo sanguineo colateral e é mais vulneravel a
danos vasculares. A prevaléncia de NA da cabeca femoral varia de 10% a 30%

em pacientes com DF#4,

O NHLBI (National Heart, Lung, and Blood Institute) recomenda o manejo
sintomatico do quadro de NA com analgésicos, fisioterapia e encaminhamento
precoce para cirurgia de artroplastia. Essas recomendacfes sdo geneéricas
devido a escassez de terapias definitivas para esse quadro. Com 0s avangos
médicos no manejo da DF, houve um aumento da sobrevida até a idade adulta
e desse modo, a NA teve maior impacto na vida desses doentes. De fato, a
qualidade de vida € amplamente afetada pela perda de mobilidade crénica e
consequente isolamento social, além do uso demasiado de opidides a longo

prazo 4.
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5. Priapismo

O mecanismo do priapismo na DF esta relacionado a estagnacao do sangue no
interior dos sinusoides dos corpos cavernosos do pénis durante a erecao
fisiologica, além da obstrucdo do fluxo sanguineo provocada pelas hemécias
falciformes. Segue-se uma reacdo inflamatéria que resulta em fibrose das

trabéculas esponjosas, levando a impoténcia subsequente 4.

Nelson e Winter evidenciaram em uma série de casos em que a DF era o
principal fator etiolégico no priapismo isquémico em 63% dos casos pediéatricos
e 23% dos casos adultos 4’. No estudo observacional multicéntrico de DF,
realizado por Adeyoju et al, a idade média de inicio dos episddios de priapismo

foi de 11 anos de idade “6.

A multiplicidade de tratamentos descritos disponiveis para o priapismo inclui
hidratacdo, analgesia, anestesia, tranquilizantes leves, estrogénios, transfusao
de sangue, sedacdo, vasodilatadores, anticoagulantes, além de procedimentos
cirirgicos de varios niveis de complexidade. Essa variedade de abordagem
reflete uma clara falta de consenso sobre o melhor tratamento e, por sua vez,
evidencia a escassez de publicacdes e evidéncias consistentes sobre a eficacia

da intervencao 42,

3.1.3 Tratamento

O tratamento para DF ndo possui um manejo especifico, sendo mais comumente
utiizada a abordagem profilatica. Ferramentas como imunizacao,
penicilinoterapia e uso continuo de acido félico sdo importantes para manter a
saude do paciente com DF. As medica¢gbes mais recomendadas sdo anti-

inflamatério ndo hormonal e medicamentos para dor, principalmente opiaceos °.

As transfusdes de sangue se tratam de um recurso terapéutico amplamente
usado em intercorréncias agudas, por exemplo nos casos de STA, bem como

parte de um programa transfusional regular a longo prazo, com o objetivo de
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prevenir a progressdo de algumas complicacbes graves, como risco ou
recorréncia de AVC. Independentemente da estratégia, o objetivo geral da
transfusdo de sangue é promover a queda de HbS, e dessa forma, aumentar a

perfusdo vascular 52,

Outro importante recurso terapéutico para DF é a Hidroxiuréia (HU). Além de ser
o primeiro medicamento comprovadamente capaz de prevenir complicacdes
clinicas, de forma geral, a HU promove uma melhoria consideravel na qualidade
de vida dos pacientes com DF, reduzindo os casos de hospitalizacéo e tempo de
internacdo, e minimizando a necessidade de transfusdo de hemacias. O uso de
HU é capaz de reduzir a mortalidade dos pacientes com DF em até 40%. A HU
age diretamente na fisiopatologia da DF, e além de aumentar a producédo de
HbF, fato que minimiza a polimerizacdo das HbS, a HU também atua na
diminuicdo do numero de neutrdfilos, hidratacdo eritrocitaria, reducdo da
expresséao de algumas moléculas de adesao dos eritrocitos, aumento da sintese

e biodisponibilidade de éxido nitrico %,

No Brasil a portaria de nimero 872 do Ministério da Saude, de 6 de novembro
de 2002, aprovou o uso de HU para pacientes com DF, sendo as Secretarias de
Saude dos Estados da Unido e Distrito Federal responsaveis por distribuir o

medicamento para os pacientes indicados 2.

Em contraposicdo, a HU possui algumas reacdes adversas, principalmente
gueda acentuada da contagem de neutrdfilos e plaguetas, além de fortes dores
de cabeca, nauseas e, a longo prazo, pode funcionar como um agente
genotdxico, capaz de causar alteracdes celulares de carater maligno. Essas
limitacbes de adesdo ao tratamento ou a Vvariabilidade genética
(farmacogendmica), sdo fatores que interferem na resposta terapéutica

individual 28.

Por quase 20 anos, a HU foi a Unica terapia aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA para adultos e crian¢cas com DF. Em 2017, trés
novos medicamentos — Crizanlizumabe, L-glutamina, Voxelotor — foram

aprovados 28,
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Um suplemento oral de aminoacidos, a L-glutamina tem propriedades que
diminuem as espécies reativas de oxigénio nas hemécias, reduzindo assim
falcizacdo e adeséo das mesmas 4°. Em um estudo de 230 pacientes com 5 anos
de idade ou mais, em comparacdo com o placebo, a L-glutamina reduziu crises
de dor aguda em 25%, hospitalizacdo em 33% e duracdo média de internacéo

de 11 para 7 dias °2.

O Crizanlizumabe é um anticorpo monoclonal dirigido contra P-selectina, uma
molécula de adeséo encontrada em plaguetas ativadas e células endoteliais que
podem mediar parcialmente a vaso-oclusdo. A aprovacdo do seu usoO no
tratamento de DF foi baseada em um estudo de fase 2 com 198 pacientes com
idades entre 16 e 65 anos com DF, que foram randomizados para receber
infusdo mensal com altas doses de Crizanlizumabe, baixas doses de
Crizanlizumabe ou placebo. Em comparac¢do com placebo, o esse medicamento
em alta dose reduziu as crises de dor de 2,98 para 1,63 por ano e em baixa dose,

reduziu as crises de dor para 2,01 por ano °3.

O Voxelotor € um medicamento que atua estabilizando o estado oxigenado da
Hb, diminuindo assim a polimerizacdo e hemolise. Em um estudo de 198
pacientes de 12 a 65 anos com anemia grave ou sintomatica, o voxelotor
promoveu o aumento da Hb em pelo menos 1,0 g/dL (51%) vs 7% entre 0s
pacientes randomizados para receber. Os efeitos do Voxelotor em desfechos
clinicos como crises de dor ou qualidade de vida sdo ainda desconhecidos.
Dessa forma, o medicamento € apropriado para uso em pacientes com baixo
nivel de Hb (os pacientes do estudo tinham Hb entre 5,5 e mais de 1 crise de dor
por ano apesar do tratamento com HU ou para pacientes incapazes de tomar
HU>4,

O transplante de células-tronco hematopoiéticas é atualmente a Unica
intervencao curativa estabelecida para DF que pode restaurar a hematopoiese
normal 5. Existem estudos que evidenciam a terapia génica como uma
abordagem promissora. No entanto, essas terapias podem néo estar disponiveis
ou acessiveis para todos os que vivem com DF, especialmente na regido

subsaariana Africa e india, onde a DF é mais prevalente 7.
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3.2 Aloimunizacéo eritrocitéaria

A aloimunizacdo eritrocitaria € uma resposta imunologica contra antigenos
eritrocitarios nao-préprios, ocorrendo geralmente devido a transfusdes de
sangue e gestacgoes. Trata-se de uma complicagao transfusional tardia que afeta
2-5% da populacéo geral e 30-40% dos pacientes com DF %6, Esse processo
acomete frequentemente pacientes falciformes em regime de transfuséo crénica,
situacdo em que o risco de aloimunizacdo € de aproximadamente 1% por
unidade transfundida 1°. A fenotipagem eritrocitaria de doadores e a transfuséo
fenotipo-idéntica para receptores falciformes, introduzida na rotina dos bancos
de sangue, tem contribuido para reduzir o indice de aloimunizacdo e aumentar
a seguranca transfusional. Entretanto, trata-se de profilaxia cara, que deve ser
reservada apenas para a parcela de pacientes com capacidade de formar

aloanticorpos apés a transfuséo (“respondedores imunes”) 6.

Ainda que a exposicdo aos antigenos eritrocitarios nao-préprios seja necessaria
para que a aloimunizacao ocorra, isoladamente isto ndo é suficiente. Um modelo
estocastico sugeriu que apenas uma parte dos pacientes transfundidos é capaz
de desenvolver aloanticorpos apés receber transfusdo com incompatibilidade
antigénica, conferindo a estes um status de “respondedor imune”. Identificar os
potenciais gatilhos da aloimunizacdo eritrocitaria e as assinaturas de
‘respondedores” e “nao respondedores” €& necessario para aperfeicoar
estratégias de prevencao, evitando atrasos nas transfusées, RHPTs e doenca
hemolitica do feto/recém-nascido. Além disso, a identificacdo deste status
tornaria a profilaxia com transfusédo de unidades fendtipo-idénticas mais custo-
efetivo do que a utilizada atualmente, que consiste em fenotipar todos 0s
hemocomponentes direcionados a pacientes com DF, embora 50-70% destes

nunca fossem desenvolver aloanticorpos ®’.

Véarios estudos estdo sendo elaborados para tentar identificar as variaveis
capazes de determinar quais pacientes sdo mais susceptiveis a formar
aloanticorpos eritrocitarios. Fatores relacionados ao doador (etnia e inflamacéo),
ao receptor (idade, etnia, exposi¢cdo antigénica prévia, reconhecimento
antigénico, status imune e de inflamagéo) e aos antigenos (imunogenicidade e

densidade) devem ser levados em consideracdo. Todavia, a identificacdo dos
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pacientes aloimunizados por caracteristicas clinicas tem se mostrado falha,
sendo o diagnéstico de DF o Gnico marcador confiavel aceito até o momento.>®
Sendo assim, muitos pesquisadores iniciaram estudos tendo como alvo as
moléculas envolvidas na apresentacdo de antigenos. Os estudos iniciais
tentaram associar restricbes de antigeno leucocitario humano (HLA) com a
formacdo de anticorpos especificos. Contudo, apesar de comprovada
associacao, a aplicabilidade clinica € baixa em decorréncia de envolver tipagem
do HLA em alta resolucdo para todos os receptores sanguineos, que € uma

técnica cara e demorada 3.

Evidéncias atuais apontam um papel importante do status inflamatério e imune
do receptor na formacéo de aloanticorpos. Sinais de estimulagao e inibicdo sdo
liberados por uma rede complexa de células imunes e do microambiente,
regulando a formacdo ou ndo de anticorpos apds a apresentacao antigénica.
Clinicamente, isto é evidenciado por taxas mais elevadas de aloimunizacdo em
pacientes com DF durante episddios vaso-oclusivos e de STA. Ademais, estudos
em humanos mostram aumento na incidéncia de aloimunizacdo em pacientes
com doengas crbnicas autoimunes ou inflamatdrias, ao contrario do encontrado
em pacientes recebendo medicacbes imunossupressoras, que apresentam
taxas menores. Apéds estes resultados, pesquisadores vém transpondo
marcadores moleculares de autoimunidade e/ou inflamacdo para o cenario de

transfusdo com objetivo de predizer o desenvolvimento de aloanticorpos 4.

7

A etiologia da aloimunizacdo em pacientes falciformes € provavelmente
multifatorial. E reconhecido que a DF leva ao aumento cronico de inflamacao
com niveis elevados de leucdcitos, proteina C reativa, fatores de necrose
tumoral, interleucinas e outros marcadores inflamatérios. O estado cronico de
inflamacéo destes pacientes certamente contribui para o alto risco de
aloimunizagéo, embora o mecanismo especifico ndo tenha sido elucidado. Esse
processo gera grande impacto nos pacientes afetados, uma vez que limita a
disponibilidade de concentrados de hemacias compativeis para futuras
transfusGes, além proporcionar um maior risco para ocorréncia de reacdes

transfusionais 4.



29
3.3 Reacgbes Transfusionais

As reacdes transfusionais s&o intercorréncias registradas durante todo o
processo de administracdo de hemocomponentes, e podem ser classificadas
como imediatas e tardias. As imediatas ocorrem nas primeiras 24 horas apés o
inicio da transfusdo e incluem reacéo febril ndo hemolitica, reacdo hemolitica
aguda, reacao alérgica, lesdo pulmonar relacionada a transfusdo, sobrecarga
volémica, contaminacdo bacteriana, hipotensdo por inibidor de enzima
conversora de angiotensina, hemdélise ndo imune, hipocalcemia, embolia aérea
e hipotermia °°. Em 2015, foram notificadas 10.547 rea¢Ges transfusionais no
Brasil, dentre as quais 99% foram imediatas. As reacdes tardias, por sua vez,
ocorrem apos o periodo de 24 horas a partir do inicio da transfusdo, e podem
incluir a aloimunizacao eritrocitaria, hemossiderose, aloimunizagéo de antigenos
leucocitarios humanos, doencgas infecciosas, reacdo do enxerto contra o

hospedeiro, purpura apés transfusdo e imunomodulacéo 6962,

Em relacdo a frequéncia, as transfusfes podem ser classificadas nas seguintes
categorias: agudas ou episodicas e crodnicas. As transfusdes episodicas sdo
indicadas no tratamento de condicbes clinicas agudas e, normalmente,
reversiveis, como CVO e STA. Ja as transfusfes crbnicas séo utilizadas como
forma de prevencédo ou para reduzir sequelas de determinadas complicacdes 2.
A indicacdo mais comum para esta categoria de transfusao é a prevencao do
AVC isquémico. Conforme elucidado no estudo “The Stroke Prevention Trial” -
STOP em 1998 62, os resultados mostraram que a transfuséo cronica é altamente
eficaz na reducdo do risco de AVC em criangcas com DF que apresentam
resultado do DTC alterado. Em geral, o objetivo da terapia transfusional € manter
a HbS entre 30% e 50%, o0 que geralmente pode ser atingido transfundindo-se

10ml/kg de CH a cada trés ou quatro semanas 3.
3.4 Sindrome de Hiper-Hemoélise (HS)

O primeiro relatorio de HS em um paciente com DF foi em 1980, e desde entéo,
tem havido varios relatos desse fenbmeno predominantemente em pacientes
com hemoglobinopatias®. A HS é uma RHPT representada por um quadro de

hemolise raro e grave, com a taxa de incidéncia em pacientes com DF estimada
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em 1% a 19% 5. E caracterizada principalmente por uma anemia severa, com
niveis de Hb pos-transfusionais inferiores aos niveis pré-transfusionais,
decorrente de um quadro de hemdlise acelerada, provocada pela destruicdo

tanto das hemacias transfundidas quanto das hemacias autélogas ©®.

A apresentacgédo clinica da HS, na maior parte dos casos, inclui febre, ictericia e
dor. Os pacientes geralmente sdo hemodinamicamente instaveis. Os resultados
laboratoriais demonstram concentracfes elevadas de bilirrubina e lactato
desidrogenase (LDH), com diminuicdo da contagem absoluta de reticuldcitos. O
resultado do teste direto de antiglobulina € negativo em muitos casos, e novos
aloanticorpos podem, ou néo, estar presentes. Existem, portanto, duas formas
de classificar a HS, que pode ser diferenciada em formas agudas e tardias com
base no tempo desde a transfusdo até os sintomas clinicos, e a potencial
formacdo de aloanticorpos. A HS aguda ocorre dentro de 7 dias apls a
transfusdo e ndo ha formacao de aloanticorpos, enquanto a forma tardia ocorre

apos 7 dias e frequentemente é identificada a formacéo de aloanticorpos 7.

A fisiopatologia da HS néo foi completamente elucidada. Existem inumeros
mecanismos aventados, incluindo “hemdlise de espectador’, hiperativacao
macrofagica, aumento da exposicdo de hemacias a PS e supressdo da
eritropoiese. A hemdlise do espectador ocorre quando as hemacias autblogas e
do doador sdo hemolisadas, possivelmente em decorréncia da ativacdo do
complemento 8. Os macréfagos ativados provocam uma hemdlise exacerbada,
0 que leva a diminuicdo dos niveis de Hb caracteristico da HS ©°. A expressao
de PS na superficie dos eritrdcitos, resulta em maior depuracao dessas células
da circulagéo . Devido ao efeito de consumo do HS, é provavel que multiplos

mecanismos desempenhem um papel 7°.

O complemento pode induzir a hemdlise dos glébulos vermelhos através de vias
dependentes e independentes de anticorpos. A transfusdo de heméacias
incompativeis pode resultar no engajamento de anticorpos e ativacao
subsequente do complemento, o que por sua vez, pode resultar em hemdlise e
consequéncias concomitantes. Uma variedade de situacdes pode resultar em
aumentos agudos na liberacédo de heme, que parece conduzir a ativacdo da via

alternativa do complemento. Hemacias de pacientes com DF parecem ser
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particularmente sensiveis a hemoélise induzida pelo complemento, mesmo apés

ativacdo da via alternativa do complemento mediada por heme 2.

Alloantibody-induced Antibody-independent,
complement activation compelment-mediated hemolysis
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Figura 5: O complemento promove a hemélise dos glébulos vermelhos através de vias
dependentes e independentes de anticorpos. Fonte: Chonat, Mener, Verkerke, Stowell.
2020 "1,

Os sintomas de HS mimetizam outras complicacées frequentes da DF, e a
hemolise pode ocorrer mesmo na auséncia de aloanticorpos detectaveis. I1sso
torna o diagnéstico do HS particularmente desafiador. Uma questao importante
em relacdo a dificuldade de diagndstico € a subnotificacdo desses casos, que
impacta na disponibilidade de dados sobre a incidéncia e prevaléncia de HS.
Além da subnotificacdo, o manejo inadequado do quadro piora o progndstico
desses pacientes, e 0s coloca em sério risco de morte. A transfusao de sangue
subsequente ndo é aconselhavel, pois exacerba a hemdlise, levando ao
agravamento da anemia. No entanto, se houver necessidade vital de transfuséo,
deve ser feita a compatibilidade antigénica seguindo a diretriz para o manejo de
HS, que estipula uma tipagem de antigeno estendida, incluindo C/c, Ele, K,
Jka/Jkb, Fya/Fyb, M/N e S/s no minimo, além de imunossupressao antes das

transfusoes 2.
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Alguns pesquisadores observaram o efeito positivo da imunoglobulina
intravenosa (IGIV) e esterdides em altas doses no tratamento de casos leves de
HS. Acredita-se que o uso de IGIV e esteroides suprima a ativagcao de
macrofagos, o que também ajuda a encurtar a duracdo da hemolise dos
eritrocitos transfundidos e do proprio paciente. Outra droga usada no tratamento
da HS é o eculizumabe, que € um inibidor da C5 convertase. Isso se baseia em
uma das patogéneses postuladas da HS envolvendo a ativagao do complemento
levando a destruicdo das hemécias. Além disso, o eculizumabe ajuda a
estabilizar a membrana dos glébulos vermelhos e, assim, é capaz de limitar a
hemdlise. Estudos mais recentes sugeriram o uso de tocilizumabe, um anticorpo
monoclonal do receptor da interleucina-6, para o tratamento da HS. Este receptor
€ desencadeado por estimulos inflamatorios em varias doencas. A ligacdo do
anticorpo ao receptor de IL-6 inibe os efeitos pro-inflamatoérios da IL-6. Foi
relatada uma melhora nos marcadores inflamatérios, o que refor¢a ainda mais o

papel da ativacdo dos macréfagos na destruicdo das hemécias na HS 6473,

Win sugere em seu estudo que a eritropoietina pode corrigir a anemia
estimulando diretamente os precursores eritréides, prevenindo a destruicao de

reticuldcitos ©7.
Uso de Rituximabe na HS

Um importante objetivo terapéutico para pacientes com DF € inibicdo de
respostas imunes primarias ou secundarias a antigenos eritrocitarios. A terapia
de deplecéo de células B com rituximabe é comumente usada para tratar varias
doencas mediadas por autoanticorpos, incluindo a anemia hemolitica autoimune.
Se trata de um anticorpo monoclonal quimérico de camundongo/humano que se
liga ao antigeno CD20 transmembrana, e elimina rapidamente as células B
circulantes com uma capacidade potencial de prevenir a producdo de
autoanticorpos. O rituximabe também pode ser envolvido em outros
mecanismos, ja que os linfécitos B sdo células apresentadoras de antigeno
através de seu receptor de célula B, e pode cooperar com células T durante a
aloimunizag&o. Assim, o rituximabe pode ser util para limitar a aloimunizacdo em

pacientes com DF, e, portanto, capaz de prevenir a ocorréncia de HS 18,


https://doi.org/10.1159/000512945

33

Esta droga foi inicialmente aprovada pelo FDA para o tratamento de pacientes
com linfoma ndo Hodgkin de baixo grau ou folicular. Numerosos artigos de
revisdo cujo principal foco é a ag¢do do rituximabe no tratamento de artrite
reumatoide, lapus eritematoso sistémico e outras doencas autoimunes foram
publicadas em 2006. Embora haja um claro consenso de que beneficios clinicos
substanciais estao associados a terapia com rituximabe, 0s mecanismos exatos
de como a droga atua na doenca autoimune permanece uma area de discussao

ativa 4.

cytotoxicity

A Complement-mediated Q
Cc3

Complameant

C Direct lysis

B FeyR/ACR-madiated opsonic
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Figura 6: Trés vias de destruicdo de Células B opsonizadas por Rituximabe: (A) A
ligacdo do Rituximabe causa a ativacdo da cascata do complemento, que pode lisar
diretamente as células B por citotoxicidade mediada pelo complemento. (B) A ativacao

do complemento também deposita fragmentos C3b/iC3b na célula B. A porcdo Fc do
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rituximabe e os fragmentos C3b/iC3b depositados permitem o reconhecimento tanto
pelos receptores Fcy quanto pelos receptores 1 e 3 do complemento nos macrofagos,
o que leva a fagocitose e citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos.
(C) A ligagao do rituximabe permite a interacdo com as células natural killer via FcyRIII

\

e o receptor 3 do complemento, o que leva a citotoxicidade mediada por células

dependentes de anticorpos. Fonte: Taylor, Lindorfer. 2007 4.

Poucos casos de uso de rituximabe em contexto de transfusdo foram relatados.
Noizat-Pirenne et al analisaram o desfecho de oito pacientes com DF apds
transfusdo. Esses pacientes ja tinham historico de HS e precisaram de uma nova
transfusédo. Eles foram tratados com rituximabe a fim de evitar uma nova
imunizacao e HS subsequente. Os resultados sugerem que a droga, pelo menos,
previne a ocorréncia de anticorpos recém-formados em potenciais
respondedores e minimiza o risco de HS grave. Entretanto, a relacao
risco/beneficio da deplecdo de linfocitos B a longo prazo em pacientes com a
asplenia precisa ser amplamente avaliada, principalmente porque as infeccfes
sdo uma preocupacado particular nesta populacdo. Dessa forma, o rituximabe
deve ser considerado com cautela, e idealmente utilizado somente quando a
transfuséo é absolutamente necesséaria em pacientes com histéria de HS ligada
a imunizacgdo 8. Em um outro trabalho, Noizat-Pirenne et al relataram o caso de
um paciente com DF que apresentou HS previamente com autoanticorpos e que
precisou de uma nova transfusdo. Nesse caso, a recorréncia de HS foi evitada
com sucesso pela administracdo de rituximabe antes da transfusao, fato que
apoia 0 uso seguro da droga para prevenir HS em pacientes com DF como uma

abordagem de segunda linha °.

Aspectos genéticos da HS na DF

Cerca de 5% dos pacientes com DF que recebem transfusdes recorrentes
desenvolvem HS. Essa observagao deu origem a uma hipétese de que existem
possiveis fatores genéticos responsaveis pelo aumento da suscetibilidade a HS
pelos pacientes com DF 68, Embora fatores genéticos estejam sendo estudados,

foi observado que individuos com tipo sanguineo ndo B tém 9,8 vezes mais


https://haematologica.org/article/view/4690#author-1
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chances de desenvolver HS 6. Estudos de associacdo gendmica ampla em
pacientes falciforme com HS indicaram que um conjunto de genes pode
predispor a essa complicacdo. O fato de apenas um pequeno grupo de pacientes
parecer predisposto a HS também corrobora a probabilidade de predisposicéo
genética. Mwesigwa et al descobriram que MBL2 (lectina 2 de ligacdo a manose)
foi significativamente enriquecido em casos de HS e que o exon final de KLCR3
(subfamilia C do receptor semelhante a lectina das células assassinas, membro
3) tinha uma variante de exclusao de insercéo na maioria dos casos pediatricos
de HS. Curiosamente, ambos 0s genes estdo envolvidos na producdo de
proteinas e ligantes necessarios na via do complemento, o que ajuda a agucar
a resposta imune. A producdo descontrolada desses ligantes proteicos
envolvidos nas vias do complemento levando a producédo exagerada do MAC
(complexo de atague a membrana) ir4 prenunciar o aumento da destruicdo da
maioria das células ndo nucleadas, incluindo as hemécias. Isso pode, de fato,
apoiar as observacdes anteriores de que o HS € uma disposicao genética e

imunolégica encontrada em alguns pacientes 2.
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4 JUSTIFICATIVA

As hemoglobinopatias hereditarias se apresentam como uma questéo relevante
envolvendo a saude publica, principalmente nos paises do terceiro mundo.
InUmeros estudos acerca desse tema s@o desenvolvidos, afim de compreender
a histéria natural da doenca e promover melhoria na qualidade de vida desses

pacientes 7.

No que diz respeito ao tratamento dos pacientes com DF, o uso de CH é uma
pratica recorrente, sendo que em algum momento da vida, 50% deles recebem
transfusdes de CH, e de 5 a 10% do total desses pacientes entram no programa
de transfusdo cronica. No entanto, os pacientes submetidos ao tratamento com

CH, estéo expostos a ocorréncia de HS 8.

A HS representa um evento transfusional extremamente raro, que pode ser fatal.
Se trata de um quadro ainda obscuro, que requer estudos mais aprofundados
para ser melhor compreendido.

O uso de rituximabe tem sido aventado na prevencéo de aloimunizacédo, e se
utilizado pré-transfusional, € capaz de evitar uma reacao grave. Alguns estudos
trouxeram bons resultados quanto ao uso de rituximabe na prevencédo de
ocorréncia de HS. Entretanto, somente com um maior conhecimento a respeito
dos fatores de risco para HS é que poderemos determinar precisamente quais

sao os pacientes alvo para a profilaxia com Rituximabe.

Nosso estudo € oriundo da maior da maior coorte de DF do mundo. Dessa forma,
temos oportunidade de conhecer melhor o perfil das pessoas com DF que
apresentaram HS e identificar os fatores de risco associados a essa

complicacéo.
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5 METODOS

Coorte de pacientes com DF- REDS Il

O REDS IlI- Recipient Epidemiology and Donor Evaluation Study- Il elabora
pesquisas direcionadas a seguranca do sangue e as consequéncias

transfusionais nos seguintes paises: Brasil, EUA, Africa do Sul e China.

O REDS Ill desenvolveu uma coorte de DF no Brasil, afim de investigar a
epidemiologia da doenca e as implicacdes da terapia de transfusdo cronica, ja
gue muitos pacientes sdo submetidos a esse tratamento, além do uso de HU e
manejo atual da doenca. Através dessa coorte, inimeros dados foram
adquiridos, e houve aporte para a criagcao de diversos projetos de pesquisas,
todos focados no melhor entendimento da DF. O presente estudo € oriundo da

grande coorte do REDS Ill, que representa hoje, a maior coorte de DF no mundo.

O REDS Il teve apoio financeiro do NHLBI e o gerenciamento de dados foi feito
pelo Research Triangle Institute (RTI), localizado na Carolina do Norte. O estudo
€ resultado de uma parceria dos pesquisadores americanos do Vitalant
Research Institute, em Séo Francisco na Califérnia (EUA) e quatro hemocentros

brasileiros:
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Figura 7: Centros participantes do REDS Il no Brasil
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Etapas do estudo

Foram cadastrados e acompanhados na coorte do - Estudo Longitudinal
Multicéntrico da Doenca Falciforme - 2.793 pacientes com DF, de 2013 a 2018.
Quatro centros brasileiros foram envolvidos: Fundacdo Hemominas (Minas
Gerais), Fundacdo Hemope (Pernambuco), Fundacdo Hemorio (Rio de Janeiro)

e ITACI — Instituto de Tratamento do Cancer Infantil (Sdo Paulo).

Os pacientes elegiveis foram abordados durante a sua rotina no hemocentro, e
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participacdo no
estudo era apresentado e assinado pelos pacientes no inicio do estudo. O TCLE
dos pacientes com menos de 18 anos foi assinado por seus responsaveis. Para
0s participantes entre 10 e 17 anos houve um assentimento de participacao,

assinado pelo proprio paciente.

Quatro visitas foram realizadas, ao longo de 5 anos de estudo. Uma visita de
inscricdo, onde era feito o primeiro contato do participante com as atividades da
coorte, e 0 assistente de pesquisa realizava a coleta da assinatura do TCLE, e
entrevista que abordava questdes sociodemogréficas. Além disso, o paciente era
submetido a uma coleta de sangue. Nessa primeira etapa fizemos uma varredura

do prontuario médico de toda a vida do paciente.

O primeiro acompanhamento ocorreu ap0s um ano da data de inscricdo, onde o
paciente passou pelo mesmo fluxo inicial da pesquisa. Nessa etapa, foram

coletadas as informacdes do prontuéario adicionadas no ultimo ano.

O segundo acompanhamento ocorreu um ano apds a segunda visita do paciente
na pesquisa e seguiu o mesmo fluxo descrito anteriormente. Por fim, no terceiro
e ultimo acompanhamento, esse fluxo foi mantido e os pacientes passavam
pelos mesmos trAmites anteriores. Os dados obtidos no terceiro
acompanhamento do estudo ainda estdo no processo de controle de qualidade

e, dessa forma, ndo foram utilizados nas andlises do presente estudo.

As entrevistas foram realizadas em locais apropriados para garantir a
privacidade dos pacientes, e 0 questionario foi aplicado por assistentes de

pesquisa treinados para realizar essa tarefa. Os prontuarios médicos foram
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revisados por profissionais de salde capacitados e com a supervisdo de
hematologistas. A coleta de sangue foi feita pelo setor de coleta de cada
hemocentro, e antes desse procedimento, era conferido os dados vitais e estado

de salude de cada paciente.

Controle de qualidade — REDS Il

A coleta de todos os dados obtidos na coorte do REDS-III foi realizada por
profissionais de salude previamente treinados. O controle de qualidade desses
dados foi feito através da criacao de tabelas de resumo de cada hemocentro. A
finalidade dessa etapa era de identificar tendéncias incomuns. Os outliers foram
identificados para todas as variaveis continuas, a fim de garantir que os dados
estavam corretamente inseridos. O cruzamento de dados foi importante na
busca por inconsisténcias de informacdes, por exemplo: no moédulo do
questionario de transfusfes, se 0 motivo da transfuséo registrada foi por “STA”,
a resposta para o médulo de STA, deveria constar que o paciente havia passado
por essa intercorréncia no periodo de coleta de dados. Todas as inconsisténcias
encontradas foram enviadas para os hemocentros, que fizeram todas as
corregdes. Esse processo minucioso garantiu o controle de qualidade dos dados

gue analisamos.

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo analitico observacional transversal, desenvolvido com o
banco de dados do estudo REDS-IIl, no qual analisamos diversas variaveis
clinicas e laboratoriais correlacionadas a ocorréncia de HS nos pacientes com

DF dessa coorte.

Diagnaostico de hiper-hemolise

Inicialmente extraimos do banco todos os pacientes que apresentavam a
variavel “hiper-hemdlise” sinalizada. Por se tratar de um evento raro, realizamos

a conferéncia de cada um deles, na busca por informac¢des que confirmassem o
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diagnostico de HS. Dessa forma, estabelecemos como caso nas nossas analises
somente 0s pacientes que obedeceram aos critérios diagndsticos de HS.
Selecionamos aqueles que apresentavam relato no prontuério médico de queda
de Hb apos a transfusdo, atingindo valor inferior ao observado no pré-
transfusional, (na auséncia de outro fator que justifigue essa queda), além da

queda na contagem de reticul4citos.

Definicdo das variaveis

A variavel dependente foi definida como a ocorréncia de HS em pacientes que
ja foram submetidos a transfusdo sanguinea em algum momento da vida, em
qualguer uma das trés ondas do estudo analisadas. Como variaveis
independentes  foram  avaliadas  caracteristicas  sociodemogréficas,
epidemioldgicas, clinicas e resultados laboratoriais. As variaveis
sociodemograficas analisadas foram sexo, idade, cor da pele, hemocentro e
nivel educacional; as varidveis epidemiolégicas incluiram status ocupacional,
status de uso de alcool e/ou cigarro. Entre as variaveis clinicas destacaram-se
tipo de DF, internacdes por CVO, STA, AVC, NA, priapismo, tratamento com HU
e transfuséo crbnica. Para avaliagdo dos resultados laboratoriais, visando uma
melhor representagéo do perfil do paciente e para diminuir as perdas inerentes
da busca de dados em prontuario, foi utilizada a média dos resultados das trés
ondas do estudo. Foram avaliados Hb, leucdcitos, plaquetas, reticuldcitos,
bilirrubina total e direta e creatinina. Também se avaliou a presenca de

anticorpos irregulares antieritrocitarios.

Realizamos também, com uma abordagem quantitativa, a andlise das
caracteristicas imuno-hematologicas dos pacientes que tiveram HS e o
tratamento administrado em cada um deles. Para isso, foram utilizados os dados
disponiveis nos protocolos de registros dos setores de imuno-hematologia dos

hemocentros participantes do REDS Ill e também relato em prontuario médico.



41

Obtencéao do grupo controle

A partir da avaliacdo dos 2.793 pacientes pertencentes a coorte REDS-III Brasil
foram identificados 13 casos de pacientes ja transfundidos em algum momento

da vida que apresentaram HS.

O escore de propensao foi utilizado para o pareamento e consistiu em um
modelo logistico que utilizou como variavel resposta binaria os casos de HS e
como variaveis preditoras a idade, genoétipo da DF, hemocentro, e o niUmero de
unidades transfundidas durante a vida. Apds a constru¢cdo do modelo logistico,
foram definidos como controles os quatro individuos com probabilidade de ser
um “caso” mais proxima aquela estimada para cada caso, entre aqueles que ja
fizeram alguma transfuséo na vida. Desta forma foi obtida uma subcoorte de 65
pacientes (13 casos e 52 controles).

Analise estatistica

As variaveis qualitativas foram representadas por frequéncias, e as quantitativas
como média + desvio-padrdo (DP) (quando apresentaram distribuicdo normal,
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk), ou mediana % distancia interquartilica (DI)
(caso contrario). A associacao entre variaveis qualitativas foi avaliada por teste
Qui-quadrado, exato de Fisher ou modelo logistico binario. Para comparacao de
variaveis quantitativas entre dois grupos foram utilizados os testes t-Student ou
Wilcoxon Mann-Whitney. As analises foram realizadas no programa R versao

4.2.0 e foi considerado significativo p<0,05.
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6 RESULTADOS

A prevaléncia de HS em toda a coorte do REDS Il (n=2793) foi de 0,6%.

Descricdo da amostra

Na subcoorte de 65 pacientes deste estudo, 55,4% eram do sexo feminino,
56,9% adultos, 50,8% de cor da pele parda e 42,9% estudaram até o ensino
médio. A maior parte, 69,2%, era do gendtipo SS. Historico de tabagismo foi
apontado por 23,5%, histérico de alcoolismo por 52,9% e 46,3% trabalhavam
(Tabela 1).

Fatores associados a ocorréncia de hiper-hemolise

A ocorréncia de HS ndo se associou as caracteristicas sociodemogréaficas e
epidemioldgicas avaliadas (Tabela 1). Os resultados laboratoriais ndo diferiram
entre aqueles que apresentaram ou ndo o desfecho. Os pacientes que tiveram
HS apresentaram maior proporgéo de anticorpos irregulares (p=0,013) (Tabela
2).

Perfil dos pacientes com HS

Houve predominancia do sexo masculino (53,8%), adultos (61,5%), cor da pele
parda (46,2%), ensino médio/curso técnico (46,2%) e de gendtipo SS (69,2%).
Em relacdo aos exames laboratoriais, o valor médio da hemoglobina foi 9,0 g/l
(DP 1,6 g/l), leucécitos 10.350,7 x10°%I1 (DP 1.934,6 x109/1), creatinina mediana
0,5 umol/l (DI 0,2 umol/l) e bilirrubina total 1,9 pmol/l (DI 1,3 umol/l). A média do
nimero de plaquetas foi 376.349,7 x10%1 (DP 119.307,6 x10%I1) e mediana de
reticuldcitos, 7,6% (DP 8,7%) (Tabela 2).
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A proporc¢ao de internacéo por CVO foi 76,9% e por STA/pneumonia 38,5%, de
AVC isquémico 15,4% e de NA 15,4%. (Tabela 3).

A maior parte fazia tratamento com HU, 84,6%, 84,6% fizeram transfusdo no
altimo ano e 23,1% estavam em regime de transfuséo crénica. Mais da metade,

61,5%, receberam mais de 10 unidades transfundidas na vida (Tabela 4).

Os anticorpos mais comuns foram anti-Fya (33,3%) e anti-jkb (25,0%), e o tipo

sanguineo O+ foi predominante (53,8%) (Tabela 5).
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Tabela 1. Tipo de doenca falciforme, caracteristicas sociodemograficas e

epidemioldgicas. Estudo de Coorte do REDS Ill — Falciforme Brasil.
Hiperhemolise Toda a
Caracteristica Nao Sim amostra
P-valor
(n=52) (n=13) (n=65)
Gendtipo da doenca falciforme 1,000
SBO 12 (23,1) 3(23,1) 15 (23,1)
sC 4(7,7) 1(7,7) 5(7,7)
SS 36 (69,2) 9 (69,2) 45 (69,2)
Hemocentro 0,766"
Hemominas HBH 2 (3,8) 1(7,7) 3 (4,6)
Hemope 9 (17,3) 2 (15,4) 11 (16,9)
Hemorio 34 (65,4) 7 (53,8) 41 (63,1)
ltaci SP 7 (13,5) 3(23,1) 10 (15,4)
Sexo 0,662°
F 30 (57,7) 6 (46,2) 36 (55,4)
M 22 (42,3) 7 (53,8) 29 (44,6)
Cor da pele 0,927+
Preta 18 (34,6) 5 (38,5) 23 (35,4)
Parda 27 (51,9) 6 (46,2) 33(50,8)
Branca 6 (11,5) 2 (15,4) 8 (12,3)
Desconhecida 1(1,9 - 1(1,5)
Faixa etaria 0,950°
Adultos 29 (55,8) 8 (61,5) 37 (56,9)
Criancas 23 (44,2) 5 (38,5) 28 (43,1)
Nivel educacional * (n=63) 0,548
Fundamental incompleto/
_ 20 (40,0) 4 (30,8) 24 (38,1)
alfabetizacdo de adultos ou menos
Fundamental completo 4 (8,0) 3(23,1) 7 (11,1)
Ensino médio/ Curso técnico 21 (42,0) 6 (46,2) 27 (42,9)
Graduacéao / Pés-Graduacao 5(10,0) - 5(7,9)
Trabalha atualmente* (n=41) 15 (48,4) 4 (40,0) 0,922° 19 (46,3)
Tabagismo* (n=34) 6 (22,2) 2 (28,6) 1,000F 8 (23,5)
Alcoolismo* (n=34) 14 (51,9) 4 (57,1) 1,000F  18(52,9)

L Regressao logistica binaria, ? Teste Qui-Quadrado, F Teste exato de Fisher. * Variavel possui missings, n

valido entre parénteses.
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Tabela 2. Resultados laboratoriais e presenca de anticorpos. Coorte do REDS

Il — Falciforme Brasil.

Hiper-hemolise

Caracteristica Néo Sim
P-valor
(n=52) (n=13)
Laboratoriais
Hemoglobina (g/l)* (n=64) 85+1,2 9,0+1,6 0,290T7
Leucécitos (x10%1)* (n=64) 10.517,9 £ 3.010,9 10.350,7 +£1.934,6 0,8087
Plaquetas (x10%1)* (n=64) 518.037,9 + 143.097,6  376.349,7 + 119.307,6 0,2937
Reticulécitos (%)* (n=59) 76%5,5 7,6 +8,7 0,380%W
Creatinina (umol/l)* (n=52) 0,5+0,2 0,5%+0,2 0,573%
Bilirrubina total (umol/l) 1,7+1,3 19+1,3 0,583W
Bilirrubina direta (umol/l) 0,4+0,2 0,5+0,3 0,283W
Anticorpos
Anticorpos irregulares*
1(9,1) 10 (76,9) 0,001F
(n=16)
Auto-anticorpo  eritrocitario
frio identificados na PAI* - 1(25,0) 1,000F

(n=5)

W Teste de Wilcoxon Mann-Whitney (dados apresentados como mediana + distancia interquartilica), T Teste

de Student (dados apresentados como média + desvio-padrdo), F Teste exato de Fisher. * Variavel possui

missings, n valido entre parénteses.
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Tabela 3. Complicacfes clinicas. Estudo de Coorte do REDS Il — Falciforme

Brasil.

Hiper-hemolise

Caracteristica Nao Sim
P-valor
(n=52) (n=13)

Internacao por crise de dor 27 (51,9) 10 (76,9) 0,128F
Internacdo por sindrome toracica

) 16 (30,8) 5(38,5) 0,842°
aguda/ Pneumonia
AVC isquémico 5(9,6) 2 (15,4) 0,620F
AVC hemorragico 1(1,9) - -
Necrose avascular 8 (15,4) 2 (15,4) 1,000F
Priapismo* (n=32) 5(21,7) 2(22,2) 1,0007

Q Teste Qui-Quadrado, F Teste exato de Fisher. * Variavel possui missings, n valido entre parénteses.
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Tabela 4. Tratamentos dos pacientes. Estudo de Coorte do REDS Il —

Falciforme Brasil.

Hiper-hemolise

Caracteristica Néo Sim
P-valor
(n=52) (n=13)
Hidroxiureia 41 (78,8) 11 (84,6) 1,000F
Transfuséo
Ultimo ano 34 (65,4) 11 (84,6) 0,314F
Cronica 9 (17,6) 3(23,1) 0,697F
N unidades transfundidas na vida 0,9479
Até 10 17 (32,7) 5 (38,5)
>10 35 (67,3) 8 (61,5)

Q Teste Qui-Quadrado, F Teste exato de Fisher,
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Tabela 5. Caracteristicas imuno-hematologicas dos pacientes com hiper-
hemolise (n=13). Estudo de Coorte do REDS Il — Falciforme Brasil.

ID Hemocentro Geno6tipo ABO/D Anticorpos antieritrocitarios
1 Hemominas HBH SS O+ anti-C, anti-K, anti-Ch/Rg
2 Hemorio SS O+ -
3 Hemorio SBO O+ -
4 Hemorio SS A+ anti-Jka
5 Hemorio SS B+ anti-K
6 Hemorio SS O+ anti-Fya, warm auto
7 Hemorio SS A+ -
: anti-C, anti-Jkb, anti-Lea, cold auto, warm auto,
8 Hemorio SC A+ anti-Dia
9 Hemope SS O+ anti-Fya
10 Hemope SS B+ anti-C, warm auto
11 ITACI SP ss o anti-Fya, anti-Jka, anti-Lea, anti-Leb, anti-S,
cold auto, warm auto
12 ITACI SP SBO At anti-E, anti-Fya, anti-Jkb, anti-S, cold auto, anti-
Jsa
13 ITACI SP SBO O+ anti-E, anti-Jkb, anti-K, warm auto
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Tabela 6. Tratamento administrado para cada caso de HS - Estudo de Coorte

do REDS Illl — Falciforme Brasil.

ID Hemocentro Tratamento para Hiper-hemolise

1 Hemominas HBH Corticosterdides

2 Hemorio -

3 Hemorio -

4 Hemorio Corticosterodides

5 Hemorio Corticosterdides

6 Hemorio Corticosterodides

7 Hemorio Corticosterdides

8 Hemorio Corticosterodides

9 Hemope Corticosteréides

10 Hemope Corticosteroéides

11 ITACI SP Plasma fresco congelad_o de doador O.+/ Lew[§ B+ (duas
vezes) e CH Lewis A e B -/ Corticosteroides

12 ITACI SP Gamaglobulina e Pulsoterapia com corticoesteréide

13 ITACI SP 2 doses de Imunoglobulina EV, 1 dia de corticosteroéides

para receber a 2.a transfusdo de CH
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7 DISCUSSAO

Nosso estudo se propds a evidenciar os fatores clinicos e laboratoriais
envolvidos na ocorréncia de HS em pacientes com DF. Essa complicacao
relacionada a transfusdo de sangue é caracterizada pela ocorréncia de queda
no valor de Hb pdés-transfusional em associagdo a reducdo na contagem de
reticuldcitos. Apesar do mecanismo fisiopatolégico ndo estar completamente
esclarecido, esse cenario € decorrente da destruicdo tanto das hemacias do
doador de sangue, quanto das heméacias autélogas, com participacao importante
de macréfagos hiperativados e da ativagdo da cascata de complemento. A HS é
uma reacgao rara e extremamente grave. Em 2009, quando houve a publicacao
do “UK Serious Hazards of Transfusion Scheme” destacando rea¢fes adversas
e eventos associados a transfusdo de hemocomponentes no Reino Unido, é que
a HS comecou a ganhar destaque, facilitando o diagnostico e a frequéncia de
sua ocorréncia '°. Apesar disso, a sua verdadeira prevaléncia ainda n&o foi
estabelecida e pode ser facilmente subestimada, tendo em vista que o0s sintomas

clinicos se assemelham com os de uma CVO, e a presenca de anticorpos

durante essa reacdo pode néo ocorrer &,

Diamod et al descreveram uma série de casos de 18 pacientes com DF
submetidos a exsanguineotransfusdo parcial. Trés desses 18 pacientes
desenvolveram RHPT consistentes com a HS 8. Existem outros estudos
estimando a prevaléncia da HS em pacientes pediatricos com DF. Talano et al.
realizaram uma revisao retrospectiva de 11 anos de prontuarios de pacientes
com DF que foram submetidos a transfusdo durante a internacédo. Eles
identificaram um total de sete pacientes pediatricos que sofreram de HS, e
obtiveram uma prevaléncia em torno de 0,39% &2. J4 no estudo em pacientes
adultos com DF de Vidler et al, foi feita uma revisao retrospectiva de todas as
transfusbes de hemacias em 637 pacientes, no King's College Hospital em
Londres, durante 5 anos, e encontraram taxa de prevaléncia de 1,1% 3. Dentre
todas os estudos observados, a coorte do REDS lll foi a que apresentou 0 maior
namero de inscritos, sendo o total de 2793 pacientes. Nosso estudo utilizou os

dados obtidos dessa grande coorte, e encontramos a prevaléncia de HS de
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0,6%. Por se tratar de um estudo que teve como fonte de dados a revisdo de
prontuario meédico, acreditamos que esse valor pode estar subestimado, uma vez
gue existe a perda de informacdes inerente a esse meio de obten¢éo dos dados.
Entretanto, trata-se da maior casuistica de pacientes com DF acompanhados em
coorte, incluindo pacientes adultos e pediatricos em diferentes esquemas de
regime transfusional, fato que aumenta o potencial de extrapolacdo dos
resultados e a assertividade de dados de prevaléncia.

Nosso estudo evidenciou maior ocorréncia de HS em pacientes com o genaotipo
HbSS (69,2%). Ainda que o numero de transfusfes estivesse incluido nas
correcdes estatisticas, pode haver influéncia de taxas transfusionais mais altas
observadas nesses pacientes que tiveram HS, quando comparados com aqueles
de outros gendtipos 3. Fendtipos clinicos e valores laboratoriais variam entre os
gendtipos falciformes HbSS, SC e Sb+-talassemia. Pacientes HbSS tém
marcadores de hemolise mais altos e valores de Hb mais baixos em comparacéo
com outros genotipos. Correspondentemente, a prevaléncia de fendtipos
relacionados a maior taxa hemolitica € mais alta em pacientes com AF. Outras
complicagBes incluindo AVC e CVO também acometem mais frequentemente
esses pacientes 2. Dessa forma, € oportuno relacionar que a hemdlise crénica é
um fator que desencadeia o estado inflamatorio crénico desses pacientes. Outro
fator que contribui para esse status inflamatério na AF € o quadro de leucocitose
cronica, especialmente com aumento de neutréfilos e mondcitos, que se
encontram altamente ativados. A interacdo de leucocitos com o endotélio é
essencial para iniciar a resposta inflamatéria, induzindo a expressdo de
moléculas de adeséo e citocinas, que contribuem para exacerbar a presenca de
moléculas proé-inflamatérias. Essa cascata de eventos é determinante para
aumentar a atividade de macrofagos. Por meio dessa via, 0s pacientes com AF

podem ser ainda mais suscetiveis a ocorréncia de HS 84,

Em relac&o aos fatores de risco para ocorréncia de HS, estudos sugerem que
trés fatores aumentam o risco de HS: (i) historico de aloimunizagéo, (ii) historia
prévia de HS e (iii) transfuséo episodica (fora de programa transfusional crénico).
De fato, no estudo de coorte “SCDTRANSFU”, realizado de 2011 a 2014, no
Hospital Henri Mondor em Paris com 371 pacientes, a HS foi demonstrada
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exclusivamente em pacientes recebendo transfusées episddicas 8. Sobre o tipo
de transfuséo, nosso estudo ndo encontrou diferenca estatistica entre transfusédo
cronica e episddica, mas vale ressaltar que apenas 23,1% dos casos estavam
em regime de transfusédo crénica, enquanto 86,4% apresentaram o desfecho

apos uma transfuséo por evento agudo.

O contexto clinico da transfusao “gatilho” parece ser um fator de risco marcante
para o desenvolvimento de uma HS . Nossas analises mostraram uma maior
frequéncia de casos de HS no contexto de internacdo por CVO (76,9%). Esse
achado corrobora com o fato de que o estado inflamatério agudo do paciente
altera a forma com que o organismo reage a transfusdo de sangue. Pela
fisiopatologia envolvida na CVO, podemos dizer essa manifestacdo clinica
representa uma proxy da gravidade da DF. Alguns pesquisadores também
fizeram esse link com a aloimunizacao, onde descreveram que o risco de formar
anticorpos aumenta se a transfusao for administrada em uma situacao aguda,

em relacdo a transfusdo dada no ambiente eletivo 86 87,

O estudo francés “SCDTRANSFU” destacou também a importancia da
aloimunizagdo como fator de risco para HS 8. Desse mesmo modo, Nosso
estudo evidenciou que presenca de anticorpos irregulares antieritrocitarios €, de
fato, um marcador primordial para a ocorréncia de HS (p=0,001). Esse achado
pode sugerir que pacientes tratados com transfusdo cronica se beneficiam de
protocolos de correspondéncia mais extensos do que os pacientes transfundidos
em uma situacdo aguda, possivelmente devido ao tempo limitado para encontrar
bolsas correspondentes. E valido, portanto, salientar que quando um paciente
com DF é admitido na urgéncia, uma investigacado cuidadosa deve ser realizada
acerca de seu histérico transfusional e qualquer episodio envolvendo anticorpos.
A comunicacdo estreita entre os médicos e o centro de referéncia em que o
paciente € acompanhado pode minimizar o risco da ocorréncia de uma reacao

transfusional grave, como é o caso da HS ©2,

A identificac@o de anticorpos antieritrocitarios é importante para o diagnostico de
HS. No entanto, identificar o anticorpo responsavel pelo evento segue sendo um
desafio devido a sua natureza transitoria. De fato, devido a evanescéncia de

anticorpos, um terco dos casos de RHPTs ndo tera nenhum anticorpo
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identificado, colocando os pacientes em risco para outras RHPTs, se a
transfuséo for novamente necessaria. No relato de caso apresentado por El
Alaoui, Benghiat e Colard em 2022, além do anti-Jkb, que o paciente ja& havia
desenvolvido previamente, foi também detectado anti-C e anti-Fya, que séo
classicamente conhecidos como aloanticorpos nocivos e confortaram a suspeita
da aloimunizagdo envolvida no processo de HS em que esse paciente se
encontrava 8. Em um estudo com 124 pacientes com DF, os anticorpos mais
frequentes identificados foram os anticorpos Rh (anti-D, anti-C, anti-E e anti-e)®°.
O anti-Jkb foi menos frequente do que o anti-Jka em um estudo na india com
405 aloimunizados; e em 32% dos casos, multiplos aloanticorpos estavam
envolvidos. Os anticorpos anti-Kidd também sdo causas comuns de HS.

No presente estudo, analisamos o histérico de anticorpos antieritrocitarios dos
13 casos de HS. Os anticorpos mais comuns foram anti-Fya (33,3%) e anti-Jkb
(25,0%). Apesar de conhecer o perfil imuno-hematoldgico desses pacientes, ndo
houve correlagcédo entre a presenca desses anticorpos e a ocorréncia do evento
de HS que cada paciente desenvolveu. Isso confirma o que ja evidenciado em
literatura: pacientes aloimunizados tem maior risco de apresentar episodios de
HS; entretanto, ndo necessariamente 0s anticorpos antieritrocitarios sao
deflagradores de todos os eventos, visto que a forma aguda de HS deve-se,
primordialmente, a hiperativacdo de macrofagos e do complemento, em
contraposicdo a HS tardia, que se inicia com transfusdes incompativeis

mediadas por anticorpos antieritocitarios °°.

Identificamos nos nossos casos 3 pacientes que desenvolveram HS sem
possuirem anticorpos irregulares. De acordo com Siddon et al, uma possibilidade
para esses casos € que o0s aloanticorpos podem ser direcionados contra
antigenos de baixa incidéncia, ou antigenos nédo identificados rotineiramente em
células de triagem %°. Com base na constatacdo e no fato de que muitas vezes
ha falta de aloanticorpos eritrocitarios identificaveis em reacdes de HS, foi
sugerido que os anticorpos HLA e possivelmente outras proteinas que ativam o
complemento desencadeiam o quadro de hemolise. Takeuchi et al discutem um
paciente que desenvolveu HS com novos aloanticorpos apds uma primeira

transfusdo. Apds uma nova transfuséao alguns dias depois, houve queda da Hb
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novamente, mas nenhum aloanticorpo foi identificado. Nesse caso, 0 paciente
tinha, no entanto, anticorpos HLA multirreativos. Embora a interagéo entre os
anticorpos HLA e as hemacias seja considerada uma causa muito rara de
intercorréncias, € importante considerar o teste para esses anticorpos nos quais
o0 episddio de HS permanece inexplicavel °. Foi demonstrado por Chadebech et
al em um estudo prospectivo, que a HS pode ocorrer sem participacdo de
anticorpos, mostrado em dois casos. Eles evidenciaram que as hemacias do
doador podem ser danificadas pelo organismo do paciente com DF em contexto
de CVO. Supde-se que o estresse oxidativo pode interferir na expressao de PS
na membrana dessas hemacias, induzindo-as a morte suicida ou eriptose. Os
autores também atribuiram a HS aguda desses pacientes a ativacdo de
macrofagos e destruicdo por complemento ativado. Nos casos de HS aguda, é
conhecido que a hemdlise das hemacias doadoras é capaz de promover uma
cascata de eventos incluindo a liberacdo de Hb e radicais livres e de fatores
plasméticos proé-inflamatérios. Toda essa cascata atinge as hemacias
receptoras. De fato, esses dados fornecem evidéncias de que uma nova
transfusdo induzira as mesmas consequéncias, explicando entdo a exacerbacao

da hemolise observada nos pacientes com DF que estdo em HS 2,

Em relacdo ao numero de eventos transfusionais, Pinto, Braga e Santos
descreveram que a aloimunizacdo predominou em pacientes com mais de 10
transfusdes, semelhante ao estudo de Sakhalkar et al, onde observaram que a
maioria dos pacientes desenvolveu aloanticorpos apés 12 transfusdes, e a de
Natukunda et al, no qual 80,7% dos pacientes aloimunizados receberam mais de
10 transfusdes 2394, Nosso trabalho também analisou a relacdo do nimero de
bolsas com a ocorréncia de HS. Ndo houve significancia estatistica nesse
quesito, mas é valido relacionar os nossos resultados com os trabalhos descritos
acima, uma vez que ji estabelecemos a relevancia da aloimunizacdo com o
nosso desfecho. Nés encontramos uma frequéncia maior de transfusdes ao
longo da vida (> 10 bolsas) nos casos de HS (61,5%). Esse ponto corrobora
com os autores que estudaram a aloimunizacéo, e, dessa forma, podemos dizer
gue o maior numero de transfusdes ao longo da vida pode ser um fator de risco

para a ocorréncia de HS.
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As analises dos dados laboratoriais entre pacientes que apresentaram ou néo
HS n&o demonstrou significAncia estatistica. A coleta desses dados foi feita a
partir dos resultados mais recentes de cada periodo, e teve o objetivo de tracar
um perfil laboratorial para cada paciente inscrito na Coorte. Entretanto, para
avaliar os marcadores da HS, esses resultados talvez tivessem mais
plausibilidade biolégica se coletados no perido peri ocorréncia de HS.
Estabelecemos um perfil para 0S nossos casos, que se mostrou muito
semelhante aos controles. Isso mostra uma limitacdo do nosso estudo, onde néo

conseguimos analisar os parametros laboratoriais obtidos no momento da HS.

O tratamento da HS nos pacientes com DF tem como base a administragao de
esteroides e imunoglobulina, conforme observamos também no nosso estudo. A
despeito dessa abordagem, atualmente o uso de rituximabe tem sido
amplamente discutido nesse cenario. Bachmeyer et al relatam um caso de HS,
gue obteve sucesso no tratamento com metilprednisolona e uma dose de
rituximabe (375 mg/m2) %. Uhlman et al descreveram um paciente que
desenvolveu HS e foi tratado com metilprednisolona, eritropoietina e rituximabe,
mas nao respondeu ao tratamento e recebeu 3 unidades de hemacias lavadas
no esquema de troca de plasma com bom resultado ©°. Noizat-Pirenne et al
trouxeram o caso de um paciente com DF aloimunizado e com autoanticorpos,
que ja havia passado por episddios anteriores de HS e foi tratado com
esteroides, ciclofosfamida e eritropoietina. Esse paciente recebeu um grama de
rituximabe “profilatico” para a transfusdo antes da cirurgia eletiva do quadril e
uma segunda dose sete dias apos a primeira. O paciente ndo desenvolveu HS
nesta ocasido, apesar de ter sido transfundido 7. Este foi o primeiro caso
relatado, até onde sabemos, em que o rituximabe foi usado como estratégia
preventiva em um paciente em quem a transfusao de sangue foi necesséria. Tal
fato sugere que pode haver um papel para o uso de rituximabe no tratamento da
HS, embora ndo seja claro qual deve ser a dose ou frequéncia ideal e com que
antecedéncia no processo da doenca deve ser considerada. Além disso, 0 uso
de rituximabe néo foi descrito fora do cenario de hemoglobinopatias para tratar
HS. N&o encontramos nenhum caso de 6bito decorrente de HS no nosso estudo.
Nos estudos que descrevemos anteriormente, apenas 4 desfechos resultaram

em morte. E provavel que isso seja uma sub-representacdo do nimero geral de
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mortes secundarias a essa reacao transfusional, pois alguns casos podem néao

ter sido reconhecidos como HS.

Nosso estudo foi importante para estabelecer os fatores associados a ocorréncia
de HS nos pacientes da Coorte de DF do REDS Ill. Isso representa uma
abordagem a nivel nacional, pois tivemos a oportunidade de estudar casos de
HS que ocorreram em regides distintas do Brasil. Além disso, nossos dados
foram extraidos da maior coorte de DF do mundo, o que nos deu ferramentas
para analisar diversos aspectos da HS. Entretanto, algumas limitacGes
encontradas no nosso estudo s&o decorrentes do fato da coorte ser um estudo
geral da DF. Dessa forma, ndo conseguimos acessar informacdes que seriam
importantes para aprofundar nossas analises acerca da HS, e por essa razao,
nao obtivemos exames laboratoriais anteriores, durante, e depois do evento de
HS. Além disso, pelo fato da HS ser um evento raro, nosso N foi limitado, o que
diminuiu o poder dos testes estatisticos.

Diante do exposto, € imperativo delinear novos estudos capazes de diagnosticar
e acompanhar os episédios de HS para complementar o entendimento sobre
esse tema. A comunidade transfusional é carente de informacdes contundentes
a respeito da HS, e realizar pesquisas mais extensas a fim de determinar quais
individuos séo mais propensos a essa complicacao pode ser fundamental no seu
manejo. H4 também a necessidade de monitorar pacientes multitransfundidos
com DF, com objetivo de diagnosticar a condicao e iniciar o tratamento assim
gue houver a suspeita de HS. Seria extremamente vantajoso criar um grande
banco de dados unificado, e alimenta-lo com as informacdes de cada episddio
de HS, capaz de direcionar a abordagem de tratamento de forma mais
padronizada, tendo em vista esses registros. Também ajudaria a identificar
guaisquer problemas a longo prazo e determinar, inclusive, o risco de
recorréncia. Esse sistema serviria, entdo, para tragar um método geral para

investigacao, diagnostico e tratamento de HS.
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8 CONCLUSOES

Os pacientes com DF que desenvolveram HS na Coorte do REDS Il
apresentaram os anticorpos antieritrocitarios como marcadores primordiais para
a ocorréncia de HS. Evidenciamos também nesse estudo que o numero de
bolsas transfundidas ao longo da vida e as transfusdes por evento agudo, como
no caso de internagédo por CVO podem ser um indicativo de maior risco para a
ocorréncia de HS. Esses dados sdo importantes para definir um grupo de
pacientes mais suscetivel a HS, que poderiam ser elegiveis para o uso profilatico

de rituximabe.

Concluimos, por fim, que um maior conhecimento acerca desse tema €
imprescindivel, para que novos eventos de HS possam ser evitados. Por se tratar
de uma reacao transfusional rara e grave, precisamos da elaboracéo de estudos
maiores, com maior nimero de amostras, que sejam capazes de esclarecer o

diagnéstico, fisiopatologia e definir o melhor tratamento para essa complicacao.
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10 APENDICES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil —
REDS I

Sub-projeto: Estabelecimento da coorte de Doenca Falciforme, criagdo de banco de

amostras bioldgicas e determinantes genéticos da aloimunizacao.

Vocé esta sendo convidado a participar desse primeiro subprojeto, onde vamos coletar
informagdes e sangue de pessoas que tenham a mesma doenca que vocé. Esta fase
vai coletar as informagdes mais importantes do estudo para entender porque o sangue

transfundido causa ou néo reacdo em voce.

Os pesquisadores irdo explicar como esta pesquisa sera desenvolvida e caso vocé

aceite, como sera sua participacao.

Por qué esta pesquisa esta sendo realizada?

A pesquisa intitulada “Estudo longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil
— REDS IlI” é parte de um projeto multicéntrico internacional intitulado "Recipient
Epidemilogyand Donor Evaluation Study-I11" sob a coordenacgéo das Dras. Ester Sabino,
pesquisadora da Universidade de Sdo Paulo e Anna Barbara F. Carneiro Proietti, da
Fundacao Hemominas. Esta pesquisa esta sendo conduzida na Fundacdo Hemominas
(Minas Gerais), Fundacéo Hemope (Pernambuco), Hemorio (Rio de Janeiro) e ICr-ITACI

- Instituto da Crianga - Instituto de Tratamento do Cancer Infantil (S&o Paulo).

Este estudo estd sendo realizado em colaboracdo com o Blood Systems Research
Institute em S&o Francisco nos Estados Unidos e com financiamento do Instituto
Nacional do Coracédo, Pulm&o e Sangue dos Estados Unidos. As regras para coletar
essa informacédo sdo estabelecidas pela legislacdo brasileira e a resolugcédo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude e suas complementares, bem como a regulamentacéo nos
EUA 42 USC 28.

Os pacientes com doenca falciforme, atendidos regularmente nos Hemocentros, estdo
sendo convidados a participar desta pesquisa. Os objetivos deste estudo séo: (1)

desenvolver um programa de computador (também chamado de base de dados
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eletrbnica) Unico que inclua as informacdes de salde, os resultados de exames de
laboratério e as informacdes sobre as transfusfes que cada paciente com doenca
falciforme recebeu (2) criar um Biorrepositorio para guardar amostras bioldgicas para

futuras pesquisas sobre a doenca falciforme.

Nés iremos utilizar essa base de dados para entender como as complicacoes frequentes
da doenca falciforme ocorrem na populacdo falciforme brasileira. Serdo estudadas
também como as transfusGes de sangue sao utilizadas para o tratamento da doenca
falciforme. As amostras de sangue serdo armazenadas para futuros estudos conforme

explicado abaixo.

As informacdes genéticas servem para entender porque algumas pessoas ao receber
sangue respondem mal e destroem os glébulos vermelhos (fazem parte do sangue) do
doador, quando isso acontece a transfusdo de sangue ndo € efetiva. N6s queremos

entender se existe algo genético relacionado a esta resposta.
Quantas pessoas fardo parte da pesquisa?

Aproximadamente 3000 pessoas com doengca falciforme, no Brasil, serdo convidadas a

participar desta pesquisa.

O que vai acontecer se eu concordar em participar do estudo e doar meu material

biol6gico?

Vocé sera entrevistado por um pesquisador e um médico, que fardo perguntas basicas
sobre seu histérico da doenca falciforme e as transfusées ja recebidas. Também havera
perguntas sobre algumas questdes pessoais como 0 uso de tabaco, alcool e drogas.
Essas perguntas sdo importantes para a entender a dor e outros aspectos clinicos da

doenca falciforme. Vocé pode optar por ndo responder a nenhuma das perguntas.

As informag0fes existentes no seu histérico médico serdo consultadas e, juntamente com
as entrevistas, serdo registradas de forma eletrbnica para a criagdo de um banco de

dados nacional para portadores de doenca falciforme.

A cada ano durante o estudo (total de 3 vezes) vocé serd entrevistado por um
pesquisador e um médico para registrar novos eventos que tenham ocorrido desde a

Gltima entrevista.
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Sera retirado da sua veia uma quantidade de sangue comparavel a uma colher de sopa
néo cheia (12 ml) para serem armazenados em um local chamado "Biorrepositorio de

amostras bioldgicas, para possiveis pesquisas futuras.

As informacgdes genéticas e clinicas coletadas neste estudo poder&o ser compartilhadas
com outras instituicdes, incluindo banco de dados publicos de pesquisa em salde dos
governos americano e brasileiro, sempre de forma anbnima (sem conter nome,

endereco, nada que o identifique).

Vocé ter4 acesso a todos os seus resultados dos exames laboratoriais de rotina
realizados no hemocentro. Os resultados gerais especificos da pesquisa na populagéo

falciforme brasileira serdo divulgados através de artigos cientificos.

Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositorio durante a realizacdo dessa
pesquisa e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais, caso 0

Biorrepositorio seja renovado pelo Comité de Etica.

Se, no futuro, vocé decidir que nao quer que suas amostras ou informacdes sejam
usadas em pesquisas futuras, vocé podera notificar ao médico, preenchendo um
formulario especifico para isso, e destruiremos qualquer amostra ou informacgéo que néo
seja mais necessaria para o seu tratamento. No entanto, se qualquer pesquisa ja tenha
sido feita usando suas amostras, os dados serdo mantidos e analisados como parte

destes estudos.

A cada nova pesquisa a ser realizada com o seu sangue, vocé sera chamado para
receber informacdes e serd convidado a assinar um novo TCLE. Vocé podera aceitar

ou ndo participar de cada nova pesquisa.
Quais os riscos envolvidos na doacdo de amostras bioldgicas para pesquisa?
Riscos na coleta de sangue.

A coleta de sangue pode causar uma dor leve quando a agulha é introduzida na veia,

mas normalmente, ndo a longo prazo.

Ap6s 0 sangue ser coletado pode haver um pequeno hematoma onde a agulha foi

inserida, que pode durar algumas horas ou dias.
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Em ocasifes muito raras pode haver pequeno ferimento ou infeccdo onde a agulha foi

inserida.

Riscos de confidencialidade:

Qualquer informacdo genética ou médica a serem compartilhados por pesquisadores
brasileiros e americanos serdo identificadas por cédigos, sem qualquer informacao

pessoal que possa identifica-lo como nome, endereco e telefone.

Suas informacgdes pessoais e genéticas sdo confidenciais e garantimos que seu nome
ndo sera usado em nenhum relatério publicado de pesquisa onde as amostras tenham
sido usadas. Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados, existe
uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as
medidas para manter seus dados em sigilo e garantir a sua privacidade. Para garantir
sua confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com seu nome, mas por
cbdigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela
poderdo associar os codigos que identificardo as amostras ao nome de cada

participante da pesquisa.

Informacgdes genéticas que resultem deste estudo ndo tém importancia médica para
tratamentos atuais que estdo sendo utilizados, portanto ndo serdo inseridas no seu

historico médico.

Quais os beneficios em doar amostras biolégicas para pesquisa?

Vocé néo tera beneficios diretos por permitir que seus dados e suas amostras sejam
armazenados neste e em outros estudos. No entanto, futuramente, a pesquisa podera
ter um impacto na terapia transfusional para a populacdo de anemia falciforme no Brasil
através do desenvolvimento de novas drogas, exames, tratamentos ou produtos,

inclusive de valor comercial.

Quais as questdes financeiras eu devo considerar antes da doa¢éao?

Sua participacao € voluntaria, isto €, sua amostra biol6gica sera uma doacgéo para a
pesquisa e vocé nao tera nenhum beneficio com excecédo do custo do transporte e das

refeicbes que serdo fornecidos para vocé nas visitas de acompanhamento no estudo.

Que alternativas eu tenho?
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Se vocé escolher ndo doar sua amostra de sangue para este Biorrepositorio, nenhum
sangue sera recolhido para fins de pesquisas e suas informac6es ndo seréo inseridas

no banco de dados nacional de doenca falciforme.

Se eu resolver participar desse estudo, quais sdo 0s meus direitos?

Vocé pode escolher participar ou ndo desse estudo. Independente da sua deciséo, ndo
havera penalidade e vocé nao perdera nenhum dos seus tratamentos regulares. Sair do

estudo também nao afetara seu tratamento médico.

Apesar do seu nome ndo estar junto a amostra, havera outros dados sobre vocé, como
detalhes clinicos. Dessa forma, as descobertas desse estudo podem algum dia, vir a
ajudar outras pessoas que tenham as mesmas caracteristicas que vocé. No entanto,
também é possivel, através desse tipo de estudo, que tragos genéticos possam vir a ser
associado ao seu grupo. Em alguns casos, isso poderia associar uma imagem negativa

as pessoas com as mesmas caracteristicas que voce.

Seu sangue ficard guardado no Brasil, no Biorrepositério no Instituto de Medicina
Tropical/USP. Uma parte do seu sangue sera enviada ao Blood Systems Research
Institute em S&o Francisco nos Estados Unidos para realizacdo dos testes genéticos.
Os pesquisadores americanos cumprirdo as normas brasileiras. Apds a realizacao
desses testes, o restante do seu sangue enviado aos Estados Unidos sera descartado,

portanto seu sangue ndo ficard guardado nos Estados Unidos- apenas no Brasil.

A cada nova pesquisa a ser realizada com o seu sangue, vocé sera chamado para
receber informagdes e sera convidado a assinar um novo Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido. Vocé poderéa aceitar ou ndo participar de cada nova pesquisa.

Quem pode responder minhas duvidas sobre o estudo?

Vocé pode conversar com o0 pesquisador sobre qualquer davida que tiver sobre esse
estudo. Para isso, entre em contato com a pesquisadora Carolina Teixeira, no telefone
31-3768-4693, no endereco Alameda Ezequiel Dias, 321 — Santa Efigénia, Belo

Horizonte, horario de 08:00 as 17:00, email: carolina.teixeira@hemominas.mg.gov.br.
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Vocé pode também tirar suas duvidas com outros profissionais do hemocentro que ndo
sdo o0s pesquisadores. Para isso, ligue para Dra. Ana Tuyama no telefone 31-3768-
4668.

Os Comités de Etica em Pesquisa (CEP) revisam os protocolos de pesquisa elaborados
pelos pesquisadores, e verificam se esses protocolos respeitam os participantes das
pesquisas. Esses Comités aprovam apenas 0s protocolos que estdo de acordo com as
resolucdes sobre ética em pesquisa do Conselho Nacional de Satde. O Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacdo Hemominas aprovou esse estudo. Se vocé tiver qualquer
duvida sobre aspectos éticos dessa pesquisa, pode entrar em contato pelo telefone 31-
3768-4587, endereco Alameda Ezequiel Dias, 321 - Santa Efigénia, Belo Horizonte.
Horario de funcionamento 08:00 as 17:00. Email: cep@hemominas.mg.gov.br

Consentimento:

Estou de acordo em responder livremente as questdes durante as entrevistas, mesmo
aguelas que considero confidenciais, e concordo que seja feita a coleta dos meus dados
arquivados em prontuarios do hemocentro. Autorizo a divulgacdo dos dados

necessarios a pesquisa, sem minha identificacao.

Autorizo também a guarda dos dados clinicos e do material biolégico aqui coletado, pela
instituicao responsavel e estou ciente que meu sangue podera ser enviado para outras
instituicdes, inclusive do exterior, desde que para futuras pesquisas aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituicdo depositaria, e, quando for o caso,

pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Declaro que li e entendi todas as informagdes e concordo com minha participagéo. Estou
ciente de que tenho liberdade para retirar o meu consentimento em qualquer fase da

pesquisa, sem prejuizo algum do meu acompanhamento no hemocentro.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura;

Data Pesquisador
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo longitudinal multicéntrico da doenca falciforme no Brasil ; REDSIII
Pesquisador: Ester cerdeira Sabino

Area Tematica: Area 8. Pesquisa com cooperagio estrangeira.

Versdo: 5

CAAE: 02790812.0.1001.0065

Instituigdo Proponente: FUNDACAO FACULDADE DE MEDICINA ’
Patrocinador Principal: NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH

|

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 347.972 - 4
Data da Relatoria: 29/07/2013

Apresentagdo dp Projeto:

Trata-se da andlise de recurso, razéo pela qual ¢ item em questao faz parte do Parecer inicial.
Objetivo da Pesquisa: .
“Trata-se da analise de recurso, razdo pela qual o item em questao faz parte do Parecer Inicial.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficlos:
Trata-se da analise de recurso, razio pela qual ¢ item em questao faz parte do Parecer Inicial.

Comentdrios e Consideragées sobre a Pesqulsa

A pesquisa propde a formagao de banco de dados e de amostras armazenadas de individuos portadores de
anemia falciforme no Brasil possibilitando o desenvolvimento de novos exames, tratamentos ou produtos
que terdo impacto na terapia fransfusional da populacéo falciforme no Brasil. .

Cons'ldoncbes sobre os Termos de apresentacido obrigatéria:
Vide abaixo em "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes”,

Recomendacdes:
Vide abaixo em "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: :
1. Na pag. 4/7 do relatorio de pesquisa |&-se: "Assim como em qualquer meio de armazenamento
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de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranga das informagdes pessoais e genéticas
do paciente”. E considerado éticamente inaceitavel que o pesquisador responsavel ndo garanta o sigilo e a
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa. Solicita-se adequagao,

RESPOSTA: Para garantir a confidencialidade e sigilo dos participantes da pesquisa, nenhuma amostra
sera identificada nominaimente, mas por cadigos. Apenas a pesquisadora responséavel e funcionarios
designados por ela poderdo assoclar os codigos que identificaro as amostras ao nome de cada participante
da pesquisa.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagéo das amostras e dos dados
coletados. entretanto, ainda mantém a afirmacéo sobre a possibilidade de quebra de seguranca das.
informagdes nos documentos intitulados "Anexo 3 TCLE adulto A e C.docx.", pagina 3 de 6, item "Riscos de
confidencialidade™: "Anexo 5 TCLE adulto B.docx™, pagina 3 de 5, item "Riscos de confidencialidade”,
"Anexo 4 TCLE menores A e C.docx”, pagina 3 de 6, item "Riscos de confidencialidade®; "Anexo 6 TCLE
menores B.docx", pagina 3 de 5, Iltem "Riscos de confidencialidade”. PENDENCIA NAO ATENDIDA.
RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situagdo existe a possibilidade de que essa quebra
acontega, podemos citar como exemplo situacties em que hackers enfraram em sistemas bancarios ou 0
roubo de computadoresfiaptops. Sao situagdes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atengao a Resolugaio 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ;0s desconfortos e riscos possiveisg, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais élicos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: cexlste uma pequena
possnhllldade de quebra de seguranga.;.

Durante a audiéncia, o rnembro da CONEP que nos recebeu também concordou gue esta informacao pode
e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriy, entretanto que mudassemos a frase seguinte enfatizando
que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas as medidas possiveis.

Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase enfatizando que a
confidencialidade estd garantida):

L Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de
quebra de seguranga. No entantd tomaremos todas as medidas para manter seus dados em sigllo e garantir
a sua privacidade. Para garantir sua confidencialidade, nenhuma amostra serd identificada com seu nome,
mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderao associar
os cddigos que identificardo as amostras ao . '

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 1° SUBSOLO, Edifico Ex-INAN - Unidade I - Ministério da Sadide
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nome de cada participante da pesquisa..

Conforme solicitado, esse trecho foi alterado nos seguintes documentos: . TCLE adulto A e C julhe 2013;,
¢ TCLE adultos B julho 2013,

Nos documentos ¢ TCLE menores A e C julho 2013/, e ; TCLE menores B julho 2013;, o trecho foi alterado
para:

g,P'owm, assim coma em qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de
quebra de seguranga. No entanto tomaremos todas as medidas para manter os dados da crianga ou
adolescente, pelo qual vocé é responsavel, em sigilo e garantir a privacidade dele/dela. Para garantir a
confidenclalidade, nenhuma amostra sera identificada com o nome da crianga ou do adolescente, mas por
codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar os
codigos que identificarao as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.;

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Na pagina 4/7, item "Metodologia Proposta®, l8-se: "Trata-se de um estudo longitudinal mui_ﬂcéntn‘co a ser
desenvolvido com o acompanhamento por trés anos da historia clinica do paciente com doenca falciforme.
Estudos observacionais descrilivos e comparativos serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa”,
Solicita-se que sejam detalhadas todas as etapas metodolégicas a serem cumpridas para o
desenvolvimento da pesquisa.

RESPOSTA: Este é um estudo de coorte onde um nimero consideravel de varidveis sera coletado kas
varidveis estao descritas no apéndice do questionario). As frequéncias basicas destas variaveis ainda ndo
s#0 conhecidas. Inicialmente, seré feita uma distribuiciio de frequéncias, para que possamos avaliar como
as variaveis se comportam. Entdo, na medida em que conhecermos as frequéncias basicas das doencas
poderd ser calculado o poder para determinadas analises associativas. O plano de andlise inicial seré o
seguinte:

Distribuicdo das frequéncias demograficas - andlise das caracteristicas demograficas da populacio
estudada: idade, sexo, cor da pele, escolaridade, dentre outras. Distribuicdo das complicacdes da Doenca
Falciforme na populagéo estudada. Correlagdes entre as variaveis demograficas, socials com as patologias
apresentadas e o tratamento realizado pelos centros, Comparacio dos cantros entre si, tendo em vista as
caracleristicas da populagio e as complicagdes e quadro clinico, evolugdo da doenga, tipo de tratamentos.
A priori ndo poderemos descrever todas as andlises possiveis, podemos descrever e estamos fazendo todas
as variaveis que serdo colhidas (o questionario foi anexado), Se houver qualquer proposta de modificagio
em relagao ao tipo de

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCOA 1° SUBSOLO, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saide
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informacao coletada ou exame realizado serd feita uma re-submiss&o ao CEP, para aprovagio prévia.
Todos os procedimentos de andlise e seus resultados, bem como as publicagbes produzidas serdo
reportados nos relatarios anuais do projeto,

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta coma resposta a esta pendéncla, a descrigao das etapas
metodolbgicas a serem cumpridas durante o estudo. Entretanto ndo foi descrito no Item zMetodologia
Proposta, do projeto de pesquisa, as etapas a sefem cumpridas durante o estudo. PENDENCIA NAO
ATENDIDA. X

RECURSO: segue em anexo o projeto, arquivo ¢Prejeto Falciforme julho 2013, incluindo no item
Metodologia as etapas metodologicas descritas acima.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Na pégina 4/7, item "Metodologia Proposta”, 1&-se: "Estudos observacionais descritivos e comparativos
serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa”. E necessario que sejam esclarecidos quais 0s
estudos que serdo desenvolvidos durante o decorrer da pesquisa e quais estratégias metodolagicas serdo
utilizadas para o desenvolvimentos dos mesmos. Solicita-se adequag&o,

RESPOSTA: Esta questao esta respondida no item 2, acima,

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta como resposta a esta pendéncia, a descrigao das etapas
metodolagicas a serem cumpridas durante o estudo. Entretanto néo foi descrito no item ;Metodologia
Proposta; do projeto de pesquisa, quais os estudos que serdo desenvolvidos durante o decorrer da
pesquisa e quais estratégias metodoldgicas serdo utilizadas para o desenvolvimento dos mesmos.
PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Todos os estudos foram descritos no projeto de pesquisa, Segue em anexo o projeto, incluindo
no item Metodologia as etapas metodoldgicas descritas acima. 0O que queremos dizer com estudos
observacionais é, por exemplo: suponhamos que 600 casos apnesentem sindrome toracica aguda. Se Isso
acontecer teremos numero suficiente para fazer uma analise sobre as variaveis assocladas a esta
morbidade entre pacientes com anemia falciforme. Entretanto, caso essa sindrome seja encontrada em
apenas 6 individuos, n&o sera possivel achar correlagdo com esta morbidade. Nés ndo sabemos a priori
qual a frequéncia das comorbidades. No entanto enviaremos relatorios anuais aos CEP e informaremos
todos os achados e 0S NOVOS passos. '
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao TCLE intitulado *TCLE para adulto, etapas A e C.pdf™:

’
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a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

b) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

¢) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

f) Na pagina 2/5 do documento, item "0 que vai acontecer se eu concordar em participar do estudo e doar
meu material biolégico?" 1&-se: "Suas amostras ficardo armazenadas permanentemente no repositorio”. £
importante que seja estabelecido o tempo de guarda do material bioldgico no repositério. O prazo de
armazenamento de material biolégico humano em Blorrepositorio deve estar de acordo com o cronograma
da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos (item 12 da Resolugdo CNS 441).
Solicita-se adequacio.

RESPOSTA: Em atencao a solicitagao do parecer CONEP e a Resolucao 441/11, item 12.1, o trecho foi
alterado para; "Suas amostras ficario armazenadas no Biorrepositério durante a realizagdo dessa pesquisa
e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais; caso o Biorrepositorio seja renovado pelo
Comité de Etica”.

ANALISE: O trecho alterado acima citado pelo pesquisador responsavel, ndo se encontra de forma idéntica
(Ipsis litteris) ao apresentado no documento intitulado "TCLE para adulto, etapa;s A e C.pdf", apesar do
sentido da frase continuar o0 mesmo. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RECURSO: Conforme solicitade, o trecho "Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositério durante a
realizagao dessa pesquisa e poderdo permanecer -armezenadas por até 10 anos, ou mais, caso o
Biorrepositdrio seja renovado pelo Comité de Etica® foi recortado e colado nos anexos (TCLE adultos Ae C
julho 2013 e ;TCLE menores A e C jutho 2013;.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

g) Nas paginas 2 e 3/5, do documento, item "Riscos de confidencialidade" 1&-se: "Porém, assim como em
qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma peguena possibilidade de quebra de seguranca.
Contudo, trabalharemos muito para manter seus dados em sigilo”. E considerado eticamente inaceitavel a
nao garantia do pesquisador responsavel quanto & confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa.
Solicita-se adequacéo.

RESPOSTA: Foi acrescentada a seguinte frase: "Para garantir sua confidencialidade € sigilo, nenhuma
amostra sera Identificada com seu nome, mas por, codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderdo associar os codigos que Identificardo as
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amostras ao nome de cada participante da pesquisa.”

ANAI__ISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagao das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmagdo sobre a possibilidade de quebra de seguranga das
informages obtidas. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os cuidades para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situagdo existe a possibilidade de que essa quebra
acontega, podemos citar como exemplo situacdes em que hackers entraram em sistemas bancarios ou o
roubo de computadores/laptops. S&o situagdes Imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atengdo a Resolugiio 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva ;0s desconfortos e riscos possiveis, ,
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta manelira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ¢existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranga.;. Durante a audiéncia, o membro da CONEP que nos recebeu
também concordou que esta informacao pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
que mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis. Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase
enfatizando que a confidencialidade esta garantida): ;Porém, assim como em qualquer meio de
armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranga. No entanto
tomaremos todas as medidas para manter seus dados em sigilo e garantir a sua privacidade. Para garantir
sua confidencialidade, nenhuma amostra ser identificada com seu nome, mas por cédigos. Apenas a
pesquisadora responsave! e funcionarios designados por ela poderdo associar os codigos que identificarao
as amostras ao nome de cada participante da pesquisa., Conforme solicitado, o trecho acima fol alterado no
anexo ¢ TCLE adultos A e C julho 2013,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

h) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862 /
i PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

j) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

k) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

1) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285,862

m) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

n) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
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5. Quanto ao TCLE intitulado "TCLE para adultos etapa é.pdl":

a) PENDENCIA' ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

6. Nb documento TCLE intitulado "TCLE para adultos etapa B.pdf"™:

a) Nas paginas 2 e 3/4 do documento, item "Riscos de confidencialidade"”, 1&-se; "Porém, assim como em
qualquer meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranga.
Contudo, trabalharemos muito para manter os seus dados em sigilo”. O termo "trabalharemos muito para
manter os seus dados em sigilo” ndo traz a garantia do pesquisador responsavel quanto 8 manutengéo da
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa, o que é eticamente inaceitavel. Soficita-se adequacao.
RESPOSTA: Fol acrescentada a seguinte frase, na sequencia da frase citada: "Para garantir sua
confidencialidade e sigilo, nenhuma amostra sera identificada com seu nome, mas por codigos, como por
exemplo, AB123. Apenas a pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderdo associar
os codigos que identificardo as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.”.

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagdo das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmag&o sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informagbes dos documentos. Ademais, a frase ndo se encontra de forma Idéntica (Ipsis litteris) ao
apresentado no documento intitulado "Anexo 5 TCLE adulto B.docx". PENDENCIA NAO ATENDIDA.
RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situacao existe a possibilidade de que essa quebra '
aconieca, podemos citar como exemplo situacdes em quea hackers entraram em sistemas bancarios ou o
roubo de computadoresfiaptops. Sao situacoes Imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencdo a Resolugao 196/96, IV,1.b, que exigé que o TCLE descreva ;0s desconfortos e riscos possivels;
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ;existe uma pequena
possibilidade de quebra de seguranca.;. Durante a-audiéncia;, o membro da CONEP que nos recebeu
também concordou que esta informacao pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
que mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis.
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Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase epfatizando que a
confidencialidade esta garantida): /Porém, assim como em gualquer meio de armazenamento de dados,
existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para
manter seus dados em sigilo @ garantir a sua privacidade. Para garantir sua confidencialidade, nenhuma
amostra sera |dentificada com seu nome, mas pbr codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela poderdo associar os codigos que identificardo as amostras ao nome de
cada participante da pesquisa.; Conforme solicitado, o trecho acima fol alterado no anexo ¢TCLE aduito B
julho 2013;.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

_b) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
c) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
e) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
f) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

7. Quanto ao TCLE Intitulado "TCLE para menores etapas A e C.pdf™:
a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

b) Na pagina 2/5 do documento, item: O que vai acontecer se eu concordar com a participagdo do meu
depende no estudo e doagdo material biologico dele?”, 1&-se: "As amostras do paciente ficardo
armazenadas permanentemente no repositério”. Deve ser informado que as amastras que constituirdo o
biorrepositorio poderdo ser armazenadas por até 10 anos, de acordo com o Art. 19, item 12 da Resolugao
CNS 441/2011: "0 prazo de armazenamento de material biologico humano em Biorrepositério deve estar de
acordo com o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos.". Solicita-se
adequagao.

RESPOSTA: Em atengdo a solicitagao do parecer CONEP e & Resolugdo 441/11, item 12.1 e 12:1, o trecho
foi alterado para: "Suas amostras ficardo armazenadas no Biorrepositorio durante a realizagao dessa
pesquisa e poderdo permanecer armazenadas por até 10 anos, ou mais caso o Comité de Etica em
Pasquisa aprove".

ANALISE: A pesquisadora responséavel acrescentou a frase ao documento intitulado "Anexo 4 TCLE
menores A e C.docx”, esclarecendo o tempo de permanéncia das amostras em Biorepositério, em
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atendimento a essa solicitagao. Entretanto, nao retirou a frase do paragrafo em que & dito: *As amostras do
pacie'nteﬁcarao armazenadas permanentemente no repositério”, o que pode vir a gerar duvidas aos
participantes em relagdo ao tempo de retengdo do material biologico coletado, se permanentemente ou se
por dez anos. PENDENCIA NAO ATENDIDA., : ‘

RECURSO: O trecho: "As amostras do paciente ficardo armazenadas permanentemente no repositorio®, foi
excluido do ; TCLE menores A e C julho 2013; e do ;jTCLE adultos A e C jutho 2013,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA,

¢) Na pagina 3/5 do documento, item "Riscos de confidencialidade", 1&-se: "Porém, assim como em qualquer
meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranga. Contudo,
trabalharemos muito para manter os dados do paciente em sigilo.”. O termo ¢ “rabalharemos muito para
manter os seus dados em sigilo® ndo traz a garantia do pesquisador responsavel quanto @ manutengao da
confidencialidade dos dados resultantes da pesquisa, o que & eticamente inaceitavel. Solicita-se adequacdo.
RESPOSTA: Foi acrescentada a seguinte frase: "Para garantir sua confidencialidade e sigilo, nenhuma
amostra serd identificada com seu nome, mas por cddigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funcionarios designados por ela paderdo associar 0os cadigos que identificardo as amostras ac nome de
' cada participante da pesquisa.” -

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagao das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmagao sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informagdes dos documentos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os culdados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer sltuagdo existe a possibilidade de que essa quebra
acontega, podemos citar como exemplo situagdes em que hackers entraram em sistemas bancarios ou o
roubo de computadores/laptops. Sao situacbes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle. Assim, em
atencao a Resolugao 196/96, IV, 1.b, que exige que o TCLE descreva ;os desconfortos e riscos possiveis; |
a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se informarmos esse
risco. Desta maneira, consideramos Importante manter esse alerta nos TCLE: ;existe uma peqguena
possibilidade de quebra de seguranga.;. Durante a audiéncia, o membro da CONEP que nos recabeu
também concordou que esta informagado pode e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu, entretanto
que mudassemos a frase seguinte enfatizando duo estamos garantindo confidencialidade e tomando todas
as medidas possiveis.
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Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a nova frase enfatizando que a
confidencialidade esta garantida): ¢Porém, assim como em qualquer meio de armazenamento de dados,
existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto tomaremos todas as medidas para
manter os dados da crianga ou adolescente, pelo qual vook & responsével, em sigilo e garantir a privacidade
dele/dela, Para garantir a confidencialidade, nenhuma amostra sera identificada com o nome da crianga ou
do adolescente, mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel ¢ funcionarios designados por ela
poderdo associar os codigos que identificar3o as amostras ao nome de cada participante da pesquisa.;,
Conforme solicitado, o trecho acima foi alterado no anexo ;TCLE menares Ae C julho 2013,.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA. .

d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
&) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
fy PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

8. Quanto ao documento TCLE para menores etapa B:
a) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862 d .

b) Na pagina 3/4 do documento, item “Riscos de confidencialidade”, 1é-se: *Porém, assim como em qualquer
meio de armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de segurancga.”. E
eticamente Inaceitavel que o pesquisador ndo garanta a confidencialidade dos dados coletados e originados
durante a realizagdo da pesquisa. Solicita-se adequagao.

RESPOSTA: Fol incluido o seguinte: "Para garantir a confidenclalidade e sigilo do paciente, nenhuma
amostra sera identificada com seu nome, mas por codigos. Apenas a pesquisadora responsavel e
funciondrios designados por ela poderdio associar os codigos que identificaro as amostras ac nome de
cada participante da pesquisa.”, .

ANALISE: A pesquisadora responsavel apresenta formas de anonimizagéo das amostras e dos dados
coletados, entretanto, ainda mantém a afirmagao sobre a possibilidade de quebra de seguranca das
informagbes dos documentos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.

RECURSO: Tomamos todos os cuidados para garantir a confidencialidade de todos os participantes da
pesquisa. Entretanto, entendemos que em qualquer situagao existe a possibilidade de que essa quebra
acontega, podemos citar como exemplo situagdes em que hackers entraram em sistemas
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bancdrios ou o roubo de computadoresilaptops. Sdo situagbes imprevisiveis, que fogem ao nosso controle.
Assim, em atengao a Resolugao 196/96, IV,1.b, que exige que o TCLE descreva (0s desconfortos e riscos
possiveis; , a equipe de pesquisa compartilha o sentimento de que estamos sendo mais éticos se
informarmos esse risco. Desta maneira, consideramos importante manter esse alerta nos TCLE: ,existe
uma pequena possibilidade de quebra de seguranca./. Durante a audiéncia, o membro da CONEP que nos
recebeu também concordou que esta informagdo pede e deve fazer parte do nosso TCLE. Ele sugeriu,
entretanto que mudassemos a frase seguinte enfatizando que estamos garantindo confidencialidade e
tomando todas as medidas possivels. Assim este paragrafo fica redigido da seguinte forma (em negrito a
nova frase enfatizando que a confidencialidade esta garantida): ,Porém, assim como em qualquer meio de
armazenamento de dados, existe uma pequena possibilidade de quebra de seguranca. No entanto
tomaremos todas as medidas bara manter os dados da crianga ou adolescente, pelo qual vocé &
responsavel, em sigilo e garantir a privacidade dele/dela. Para garantir a confidencialidade, nenhuma
amostra sera identificada com o nome da crianga ou do adolescente, mas por cddigos. Apenas a
pesquisadora responsavel e funcionarios designados por ela poderao associar 0s codigos que identificardo
as amostras ao nome de cada participante da pqsqulsa.g, Conforme solicitado, alteramos o trecho acima no
anexo ; TCLE menores B jultho 2013,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

c) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
d) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862
©) PENDENCIA ATENDIDA NO PARECER CONEP 285.862

9. Solicita-se que seja elaborado e apresentagae dos Termos de Assentimento aos participantes menores
de 18 anos. Os documentos devem ser elaborados em linguagem adequada as diferentes faixas eténias,
podendo ser ilustrado,

RESPOSTA: Foram incluides 3 modelos de Termos de Assentimento.
ANALISE:

a-Na pagina 1/3 do documento intitulado *CD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusao enviado.docx”, O titulo da pesquisa apresentado no documento ndo & o mesmo apresentado na
Folha de Rosto (mesmo se tratando de uma segunda fase de pesquisa, o titulo original devera constar no
documenta, com um breve esclarecimento da fase da pesquisa).

Recurso: Incluimos, na verdade. 2 Termos de Assentimentos, agora renomeados para

L
*
.
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¢Assentimento A e C julho 2013, e ;Assentimento B julho 2013¢,. Para atender a solicitacdo CONEP,
incluimos nos 2 Termos de Assentimento o titulo original e o de cada subprojeto. Incluimos ainda um breve
esclarecimento da fase da pesquisa. O texto do ;Assentimento A e C jultho 2013, ficou assim: ;PROJETO:
Estudo longitudinal multicéntrico da doenga falciforme no Brasil - REDSIII Sub-projeto: Estabelecimento da
coorte de Doenga Falciforme, crlagio de banco de amostras biologicas e determinantes genéticos da
aloimunizagao. Este é o primeiro subprojeto onde vamos coletar informagdes e sangue de criancas que
tenham a mesma doenca que vocé. Esta fase val coletar as informagGes mais importantes do estudo para
entender porque o sangue transfundido causa ou ndo reagao em vocé. .¢, Incorporamos essa alteragio
também no ¢ TCLE Adulto A e C julho 2013;, esse trecho foi alterado para: ¢ Titulo do projeto Estudo
longitudinal multicéntrico da Doenga Falciforme no Brasil ; REDS IlI Sub-projeto; Estabelecimento da coorte
de Doenca Falciforme, criacdo de banco de amostras biocldgicas e determinantes gonéticos da
aloimunizagado. Vocé esta sendo convidado a participar desse primeiro subprojeto, onde vamos coletar
informagdes e sangue de pessoas que tenham a mesma doencga que vocé. Esta fase vai coletar as
Informagtes mais importantes do estudo para entender porque o sangue transfundido causa ou ndo reacao
em vocé/, Incorporamos essa alteracio também no JTCLE menores A e C julho 2013;, esse trecho foi
alterado para: ¢, Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenga Falciforme no Brasil ¢ REDS
Il < Parte |. Sub-projeto: Estabelecimento da coorte de Doencga Falciforme, criagdo de banco de amostras
biologicas e determinantes genéticos da aloimunizagio.

O padiente, menor de 18 anos, sob sua responsabllidade, esta sendo convidado a participar desse primeiro
subprojeto, onde vamos coletar informagdes e sangue de pessoas que tenham a doenga falciforme. Esta
fase val coletar as informagfes mais importantes do estudo para entender porque o sangue transfundido
Causa ou néo reagAo nas criancas ou adolescentes. ; O texto do jAssentimento B Julho 2013, ficou assim:
(,...projetog:Es!udo longitudinal multicéntrico da doenga falciforme no Brasil REDSIII;. Sub-projeto:
¢,Mudafu;as nos perfis de exprassdo do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusdes
em subpopulacdes falciformes selecionadas ;. Estamos convidando vocé a fazer parte desta pesquisa para
entender melhor o que ocorre no sangue dos pacientes com doenca falciforme apés a transfusdo de
sangue. ;, Incorporamos essa alteragao também no ; TCLE menores B julho 201 34, esse frecho foi alterado
para:

¢ Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenca Falciforme no Brasil ¢ REDS |1l Sub-projeto:
iMudangas nos perfis de expressao do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusbes
em subpopulagdes falciformes seleciodadasz,. O paciente, menor de 18 anos que esta sob sua
responsabilidade, estd sendo convidado a participar desta etapa, que tem o
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objetivo de caracterizar o que ocorre no sangue dos paclentes com doenca falciforme ap’és a transfuséio de
sangue. ¢, Incorporamoes essa alteragdo também no L TCLE adultos B julho 2013;, a redagdo ficou assim: 4,
Titulo do projeto: Estudo longitudinal multicéntrico da Doenga Falciforme no Brasil ; REDS IIl Sub-projeto:
¢Mudangas nos perfis de express2o do RNAm e perfis de quimiocinas/citocinas associados a transfusdes
em subpopulacdes falciformes selecionadas; . Vocé esta sendo convidado a participar desta etapa, que tem
o objetivo de caracterizar a resposta imunoldgica e as variagies genéticas que ocorrem apés a transfusdo
de sangue em pacientes com doenca falciforme. ; Desta maneira, os dois termos de assentimento & os 4
TCLE Informam o titulo da pesquisa, tal como consta na folha de rosto, o litulo do respectivo subprojeto @
um breve esclarecimento da fase da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b-Na pagina 1/3 do documento intitulado *SCD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfus&o enviado.docx”, na frase: "Vocd pode escolher se deseja ou no que fazer parte-deste estudo.”. O
texto necessita de revisdo gramatical,

c-Na pagina 1/3 do documento intitulado "CD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusdo enviado.docx”, na frase; "Eu tenho que participar deste estudo de pesquisa? Vocs ndo tem que
particiapr nesta pesquisa, se vocé ndo quiser.”. O texto necessita de revisio gramatical.

d-Na pagina 2/3 do documento infitulado "SCD REDS Aim B Assent Control Group_Portuguese receberam
transfusdo enviado.docx”, na frase: "Sempre que possivel, iremos colher amostra de sangue Junto com o
sangue gue precisa ser colhide para o seu tratamento, mas algumas vezes isso nfo serd possivel e leremos
que colher uma amostra de sangue s6 para a pesquisa” A frase esta redigida de maneira confusa. Devera
ser escrita. de forma mais clara e compreensivel.

e-Na pagina 1/3 do documento intitulado "Informed Assent Aim A and C in Portuguese enviado.docx” O titulo
da pesquisa apresentado no documento ndo & o mesmo apresentado na Folha de Rosto (mesmo se
tratando de uma segunda fase de pesquisa, o titulo original devera constar no documento, com um breve
esclarecimento da fase da pesquisa).

PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RECURSQ: Esta resposta encontra-se no item 9a, acima,

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Comnusco do Parecer: 347 572

Situacéo do Parecer:

Endonco SEPN 510 NORTE, BLOOOA 1° SlBSOLO Ed\ﬂcn Ex:INAN - Unidade Il Ministério da Satde

Bairmro: Asa Norte CEP: 70.750-521
| UF: DF Municipio: BRASILIA

| Teldomy : 7(01)33155878 E-mail: conep@aaude._gymbr .

‘Flm- 1S 14
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COMISSAO NACIONAL DE W
ETICA EM PESQUISA ,

Conslderagdes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugao CNS 466/2012, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto,

CortinuacHo 60 PRecor: 347,872

Situagao; Protocota aprovado.

BRASILIA, 06 de Agosto de 2013

Assinador por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
{Coordenador)

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 17 SUBSOLO, Edificio Ex-INAN - Uridade Il - Minsténo da Sadde

Balrro:  Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
| Telefone: (51)3315-5978 : ¢ E-mail: conep@saude gov.br

Pigrs 14 de W4
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Plataforma Brasil - Ministério da Salde
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - FMUSP

PROJETO DE PESQUISA
Titulo: Estudo longitudinal multicéntrico da doenga falciforme no Brasil ; REDSIII
Area Tematica: Area 8. Pesquisa com cooperagio estrangeira.
Pesquisador: Ester cerdeira Sabino Verséo: 2
Instituig#io: Fundacdo Faculdade de Medicina - ICESP CAAE:02790812.0.1001.0065

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nimero do Parecer: 75795
Data da Relatorla: 08/082012

Apresentagao do Projeto:

A doenca falciforme (DF) @ um tipo de doenga do sangue, hereditaria das mals prevalentes que existem, com
milhdes de pessoas afetadas no mundo, sendo que aproximadamente 300.000 criangas nascem com a doenga
@ cada ano. Sua patologia e mecanismos patofisiologicos s8o complexos e as pessoas acometidas pela doenca
sofrem graves complicagbes em praticamente todos os érg#os e sistemas corporais.
O Brasil tem atualmente entre 25.000 ¢ 30.000 casos de doenca falciforme e aproximadamente 7 milhges de
portadores heterozigotos (AS), com o nascimento, por ano, de cerca de 3.500 novos bebés com a doenga. A
prevaléncia, o acompanhamento e assisténcia médica variam consideravelmente por estado. No Brasil,
pacientes falciformes normalmente recebem atendimento na rede de hemocentros pablices ou universidades,
Entretanto, muitos casos alnda permanecem sem diagnostico ou com tratamento inadequado.
No periodo entre 2001 e 2005, o governo brasileiro elaborou uma série de novos regulamentos sobre a doenca
introduzindo a triagem de criangas para doenga falciforme e o maior cuidado no acompanhamento dos casos.
Entretanto, ndo ha ainda uma base de dados nacional ou uma rede organizada para pesquisas na drea.
Pacientes com DF necessitam de transfusfes intermitentemente para manifestagbes agudas, e a sindrome
toracica aguda (STA) & o indicativo mais comum nesta situag8o. C estude de um grupo americano sobre a
STA, demonstrou que transfusdes durante STA aumentam a oxigenagdo em média de 63 a 71mmHg
demonstrando que a transfusdio pode aliviar a disfuncdo de drgdos em portadores de DF. Investigagdes na
' caracterizagdo da modulagdo imunolégica pés-transfuséio podem ajudar a elucidar 0s mecanismos dos
beneficios transfusionais nos pacientes com doencga falciforme.
O uso de uma base de dados centralizada esta bem estabelecido na populagdo com doenca faiciforme dos
EUA, desde a criagdo, em 1978, da coorte do Estudo Cocperativo da Doenga Falciforme dos EUA (US
Cooperative Study of Sickle Cell Disease). Esta coorte ajudou a definir a historia natural da doenga e
estabeleceu as bases para décadas de pesquisas que continuam a orientar o gerenciamento atual da doenga,
Baseado neste sucesso, os Centros Inclusivos de Doenga Falciforme (Comprehensive Sickle Cell Centers ;
CSCC) langaram o CSCC Collaborative Data Project (CSCC C-Data) sob a diregdo do NHLBI em 2004. Esta
base de dados envolveu avaliagio exaustiva de complicagdes clinicas e parametros laboratoriais de todos os
pacientes inscritos e rendeu muitas publicagdes importantes. Um protocolo auxiliar para coletar e armazenar o
material biologico de pacientes inscritos no C-Data fol desenvolvido em 2005.
O Projeto Colaborativo de Dados (CSCC C-Data) e o protocolo gendtipo-fendtipe relacionado servirdo como um
modelo para o estabelecimento da base de dados abrangente de Informacdes dinicas e material biolégico para’
a populagéo falciforme do Brasil, sendo adaptados a realidade brasileira pelo grupo de pesquisadores deste
estudo.
O estudo propde o desenvolvimento de uma base de dados abrangente da populagac brasileira, com
Informagdes clinicas detalhadas, e a criagio de um estoque de amostras bloldgicas {biorrepositorio). O
biorrepositorio sera no Laboratério de Virologia e Hematologia Tropical do Instituto de Medicina Tropical (IMT)
da Universidade de Sao Paulo. Nao serd necessaria a formag&o de um blorrepositério no exterior, pois as
amostras serdo enviadas apenas para a realizagdo dos testes especificos previstos nos cbjetivos do projeto,
Todo o material biolégico humano, coletado e armazenado sera mantido conforme normas técnicas, élicas e
operacionais da Instituicdo responsavel e sob gerenciamento da pesquisadora principal, Ester Cerdeira Sabino,
e estande de acordo com as normas da resolu¢io CNS 347/2005 e 441/2011.
Em uma nova etapa do projeto, para avaliar o impacto das transfustes de sangue, serdo selecionados
pacientes para o estudo, de mudangas nos perfis de expressao do RNAm através do sistema lllumina
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HumanHT-12 v3 Expression BeadChip, de perfis de quimiocinas através de ensaios "multiplex;,, assim como o
estudo de genotipagem para Iidentificar polimorfismos de um Unico nucleotideo, estudo associados com
alvimunizagdo de hemacias. Amostras serio enviadas para o Laborataria Central do REDS |l {Blood Systems
Research Institute (BSRI) - Estados Unidos), onde serdo realizados estes estudos. A remessa das amosliras
sera feita com a autorizagdo concedida pelo CNPq, publicada no Diario Oficial 16022012 Portaria 129 (anexo),
obedecando 2 legislagdo brasileira vigente para remessa das amostras biolégicas para o exterior.

0O estudo envolve participagao de 3 hemocentros publicos brasileiros: Fundagao Hemominas (Minas Gerais),
Fundagio Hemope (Pernambuco) e Fundagao Hemorio (Rio de Janeiro).

Recrutamento de pacientes:

Antes de qualquer procedimento, o sujeito da pesquisa sera solicitado a assinar o termo de consentimenta livre
e esclarecido (TCLE). Para cada etapa do estudo tera um TCLE especifico. TCLE Parte | sera para registrar a
concordancia do paciente em participar das etapas A e C. TCLE Parte Il fol elaborado para aceite do paciente
na etapa B, Para pacientes menores de 18 anos, 0 consentimento devera ser assinado pelos pais ou
responsaveis. '

Na etapa A espera-se inscrever aproximadamente de 6 a 7 mil pacientes com doenga faiciforme no estudo (70-
80% dos 9000 existentes nos trés hemocentros). Na etapa B sera ulllizado um painel de analise de quimiocinas
e citocinas para avaliar mudangas em mediadores inflamatérios pos-transfusionals. Participardo dessa etapa
200 pacientes portadores de Doenga Falciforme com historico de transfusdo, 200 pacientes hospitalizados com
sindrome toracica aguda e 100 pacientes nao transfundidos como controles. Na etapa C, serdo selecionados
do banco de dados 500 pacientes aloimunizados e 500 ndo aloimunizados, para caraclerizagao de alo-
anticorpos e comparacao da base genética.

Objetivo da Pesquisa:

Criar uma base de dados e um biorrepositério para estudo da doenga falciforme na populacdo brasileira para
estudos futuros.

Detalhamento:

¢ Estruturar uma base de dados eletrdnica centralizada e abrangente sobre doenga falciforme centralizando
dados clinicos, laboratoriais e histéricos de transfusdes de pacientes atendidos nos trés hemocentros

participantes;

¢ Estabelecer um banco de amostras para dar suporte a estudos blalégicos sobre a patogenia falciforme e
complicagtes transfusionais;

¢ Caracterizar a modulag@o imunolégica e as mudangas na expressdo do RNAm que ocorrem apos a
transfusaoc em pacientes com doenga falciforme, pela analise de painéis de citocinas e perfis da expressao

genética serial;

¢ Investigar a expressdo genética e mudangas protéicas que ocorrem com a transfusao de sangue, investigar
também as bases genéticas da aloimunizago em pacientes com doenga falciforme.

Avallagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscol/desconforto:

Na coleta de sangue: pode causar uma dor leve quando a agulha é introduzida na veia, mas normalmente, nao
a longo prazo. Apés 0 sangue ser coletado pode haver um pequeno hematoma onde a agulha foi inserida, que
pode durar algumas horas ou dias.

Em ocasides muito raras bode haver pequeno ferimento ou Infecgio onde a agulha foi inserida.

Risco na confidencialidade dos dados armazenados - As informacdes prestadas sao confidenciais com a
garantia de que o nome dos pacientes, seus dados pesscais e genéticos nao serao usados em nenhum
relatério publicado de pesquisa. ;

Beneficios: .

Consta no TCLE que os participantes do estudo ndo terdo nenhum beneficio imadiato direto, nem mesmo
financeiro, no entanto através desta base de dados que sera gerada, a pesquisa podera ter um impacto na
terapia transfusional para a populagao de doenca falciforme no Brasil através do desenvolvimento de novas
drogas, examas, l’ralamentosm produtos, inclusive de valor comercial.
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Comentérios ¢ Conslderacdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & uma iniciativa muito importante a longo prazo na medida em que pode trazer beneficios para os
pacientes com a doenga falciforme no Brasil. Investigagdes na modulagée imunclogica pos-transfusao podem
ajudar a elucidar os mecanismos dos beneficios transfusionais aos pacientes com doenga faiciforme.

. O TCLE nos seus termos esta de acordo com a résolugio CNS 196/96 e 441 de 12 maio de 2011 e por
envolver uma instituic@o fora do Brasil, - Blood Systems Research Institute (BSRI) - Estades Unidos- existe
também um documento formal desta Instituigio declarando estar em cumprimento com a resolugao 196/96.
Diante do exposto e considerando que a metodologia, a avaliagdo de riscos/beneficios, procedimentos, e @
utilizagdo dos sujeitos na pesquisa (TCLE) estd em conformidade com as exigéncias das resolugdes do
CNS/CONEP (196/96) pertinentes ao estudo com sares humanos e 441/11 relacionade ao uso de
biorrepositério, este Comité de Etica (CEP) se manifesta pela aprovagéo deste projeto.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Nada a declarar

Recomendagdes:
Nada a Declarar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Considerando que a metodologla, a avallagio de nscos/beneficios, procedimentos, e a utilizagdo dos sujeitos

' na pesquisa (TCLE) esta em conformidade com as exigéncias das resolugdes do CNS/CONEP (196/96)
pertinentes ao estudo com seres humanos e 441/11 relaclonade 20 uso de biorrepositario, este Comité de Etica
{CEP) se manifesta pela aprovagdo deste projeto.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Sim

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio
autorizado apds a aprovacgao pela mesma.

SAO PAULO, 16 de Agosto de 2012

Assinado par:
Roger Chammas



