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No presente artigo abordaram-se vérios aspectos relacionados a natureza molecular da
anemia falciforme, desordem hematolégica de carater hereditério que acomete expressivo
nGmero de individuos em vérias regides do mundo. As pesquisas realizadas em torno desta
patologia da hemécia, ao longo de quase um século, a partir de 1910, cooperaram para a
criacdo de um novo e importante segmento da ciéncia, denominado biologia molecular. A
descoberta dos polimorfismos da mutacdo (GAT—GTG) no gene que codifica a cadeia p da
hemoglobina, originando diferentes haplétipos da doenca, permitiu um melhor e mais amplo
conhecimento em torno da heterogeneidade clinica nos pacientes falcémicos. Analisando a
hemoglobina na sua estrutura normal e mutante, sua producéo e evolucéo, pode-se ter um
entendimento mais completo da fisiopatologia desta doenca e da sua complexidade clinica.

abstract

The present article dealt with various aspects related to molecular nature of sickle cell disease
(SCD), a heritable hematology disorder that attacks a great number of people in different regions
of the world. Researches done on red cell patology, in approximately half a century, starting since

1910, cooperated to gave origin a new branch of science called molecular biology. The discovery
of mutation polymorphism (GAT -GTC) in the gene that codifies {5 globin chain, give origin to
different illness haplotypes, permitted a better and great knowledge about the clinic heterogeneity
of the patients. Analysing hemoglobin in its normal and mutation structure as well as in its
productions and evolution, one can have a complete understanding of the illness phisiopathology
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and its clinical complexity.

Introducao

No decorrer dos quase cem anos de estudos relacio-
nados a anemia falciforme, grandes progressos foram
realizados no conhecimento desta doenca. Como re-
sultado de todos estes esforgos, criou-se um novo cam-
po de estudo das ciéncias, a biologia molecular. De
posse desta poderosa ferramenta, passou-se a desven-
dar a natureza genética de inimeras patologias e/ou
microorganismos potencialmente patogénicos que
acometem a humanidade.

As varias formas de apresentacdo clinica dos pacien-
tes portadores de anemia falciforme, em diferentes lo-
calidades do mundo, variando de formas leves, quase

assintomaticas, a formas incapacitantes ou com alta
taxa de mortalidade, tém sido fonte de inimeras pes-
quisas ha longo tempo. A substituicdo da base nitro-
genada timina (T) por adenina (A), ocasionando a subs-
tituicdo do aminoéacido acido glutamico por valina, na
posicdo seis da cadeia 3, € a mesma para todo pacien-
te. A polimerizacdao da hemoglobina S (HbS) e a
falcizacdo das hemacias sdo extremamente bem conhe-
cidas. As variacdes das condicdes climéticas, sociais,
econdmicas e de cuidados médicos contribuem para
esta diversidade, mas ndo explicam todo o seu con-
texto (15).
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Com a primeira descricdo da existéncia de duas mutagdes
distintas para a HbS, detectadas pela acdo da enzima de restri-
¢ao Hpa | no sitio de 5kb a 3’ do gene P, estabeleceu-se o
conceito de origem multicéntrica para esta doenca (13). Estu-
dos subseqientes definiram os trés principais haplétipos para
a anemia falciforme: RepUblica Centro-Africana (CAR), Benin
e Senegal, originados de regides distintas do continente afri-
cano (19), e um outro haplétipo, também de origem inde-
pendente, foi descrito em populacdes provenientes da penin-
sula arabica e da India (14). A variabilidade genética em torno
da mutacdo permitiu uma melhor compreensdo da
heterogeneidade clinica da doenca, além de ter importancia
para o estudo antropoldgico (23). O presente estudo revisa os
principais aspectos moleculares relacionados a anemia falci-
forme, esperando contribuir para um melhor e mais amplo
entendimento de alguns aspectos desta doenca.

Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina respiratéria presente no in-
terior dos eritrocitos dos mamiferos que tem como principal
funcdo o transporte de oxigénio (O,) por todo o organismo.
A sua estrutura (Figura 1) é de uma proteina esferéide,
globular, formada por quatro subunidades, compostas de
dois pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo um
par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-a e zeta-E) e o
outro de cadeias do tipo ndo-alfa (beta-p, delta-d, gama-y e
epsilon-¢). Sua estrutura é quimicamente unida a um nlcleo
prostético de ferro, a ferroprotoporfirina IX (heme), que de-
tém a propriedade de receber, ligar e/ou liberar o oxigénio
nos tecidos (5, 8). Cada cadeia polipeptidica da globina é
composta por uma seqiiéncia de aminoécidos, tendo as ca-
deias alfa 141 aminoacidos e as cadeias nao-alfa, 146. As
combinagdes entre as diversas cadeias de proteinas dao ori-
gem as diferentes hemoglobinas presentes nos eritrocitos
desde o periodo embrionério (intra-uterino) até a fase adul-
ta, produzidas no decorrer das distintas etapas do desenvol-
vimento humano (3).
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Figura 1 - Representagéo esquematica da cadeia f§ da hemoglobina
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A génese das cadeias globinicas é regulada por agrupa-
mentos (clusters) de genes nos cromossomos 11 e 16 (Figu-
ra 2), na ordem cronolégica em que sdo expressos (sentido
5" — 3"), nos periodos embrionério, fetal e adulto, quando
diferentes grupos de genes sao ativados ou suprimidos e di-
ferentes cadeias globinicas sdo sintetizadas independente-
mente. As diferentes combinacdes das cadeias globinicas
possibilitam o surgimento de hemoglobinas distintas, e para
que o tetramero funcional seja formado é necessario um
perfeito equilibrio na producéo destas cadeias (12, 21).

No brago curto do cromossomo 16, em um segmento
de DNA de 35kb, localizam-se o gene zeta (€), que codifi-
ca a cadeia € globinica, dois pseudogenes, (V&) e (ya), e
os genes alfa 1 (a1) e alfa 2 (a2), que, no ser humano,
estdo duplicados, devendo-se este fato provavelmente a
duplicacdo génica no decorrer do processo evolutivo. Es-
tes genes duplos sdo responséveis pela codificacdo das ca-
deias globinicas alfa (11).

No cromossomo 11 localiza-se o complexo dos genes
beta, com uma extensdo superior a 60kb, onde se obser-
vam, no sentido 5" — 3’, os genes epsilon-¢, gama glici-
na-y¢, gama adenina-yA, um pseudogene (yf3) e os genes
delta-d e beta-f (12).

No periodo embrionéario (Quadro), os genes ativos pre-
sentes nos eritroblastos, localizados no saco vitelino, pro-
movem a producdo da cadeia zeta (€), que, combinada a
cadeia epsilon (g), forma a hemoglobina Gower-1 (€2¢2);
esta mesma cadeia zeta, combinada com a cadeia gama
(y), forma a hemoglobina Portland (£2y2); quando ocorre
a producdo das cadeias alfa (o), estas se combinam com a
cadeia epsilon e formam a hemoglobina Gower-2 (a.2¢2).

A producéo das hemoglobinas embrionarias ocorre por
um periodo de até trés meses do inicio da evolucédo
gestacional (18). Por grande parte da vida intra-uterina
prepondera a producdo da hemoglobina fetal (HbF), de-
vido ao incremento da producdo das cadeias alfa e gama
e a sua combinacdo (a2y2), decaindo logo apds os pri-
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Representacéo dos diferentes tipos
de hemoglobina de acordo com seu

principal periodo de produgéo e
O]UF-Te[ gl Ccomposicdo de cadeia globinica

Tipo de Periodo preponderante Cadeias

hemoglobina de sintese globinicas

Gower-1 Embrido/até 3° més Es¢y
de gestacdo

Portland Embrido/até 3° més Eo
de gestacéo

Gower-2 Embrido/até 3° més ()
de gestacdo

Hb Fetal Feto/até 62 més de vida Yo

HbA, Feto/vida adulta apd,

HbA Vida adulta arfy

meiros seis meses de vida. O gene da cadeia beta ()
globinica é expresso, com pouca intensidade, nas primei-
ras seis semanas de vida fetal, mas a partir deste periodo
ocorre uma mudanga (switch), quando a sintese de ca-
deia y é largamente substituida pela sintese de cadeia p,
dando origem a producado da hemoglobina A (¢.2/p2). O
mecanismo pelo qual esta mudanca ocorre ainda é des-
conhecido, parecendo dever-se ao estado de metilacdo
do gene, ou, ainda, ao acondicionamento cromossémico
ou a outras condicdes que podem afetar ou influir na trans-
cricdo genética (12).

A producéo das cadeias delta (3) tem seu inicio por
volta da 252 semana da gestacdo, em concentracdes re-
duzidas, e nestes niveis permanece até o nascimento, au-
mentando lentamente, estabilizando-se por volta do sex-
to més de vida em diante. Estas cadeias, quando ligadas
as cadeias alfa (o), dardo origem a hemoglobina A,
(2/62) (15). Ahemoglobina A esta presente nos eritrcitos
apds os seis meses iniciais de vida e por toda a fase adulta,
sendo composta por dois pares de cadeias polipeptidicas:
02/f2. A distribuicao proporcional das diferentes hemo-
globinas nas hemécias do individuo a partir deste periodo
ficam assim definidas: HbA = 96%-98%; HbA, = 2,5%-3%; e
HbF = 0%-1% (8).

Anemia falciforme

E uma das doencas hematoldgicas herdadas mais comuns
em todo o mundo, atingindo expressiva parcela da popula-
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¢ao dos mais diferentes paises. Esta doenca surgiu nos paises
do centro-oeste africano, da india e do leste da Asia, hé cerca
de 50 a 100 mil anos, entre os periodos paleolitico e mesolitico
(17, 22). O fato que motivou a mutacdo do gene da
hemoglobina normal (HbA) para o gene da hemoglobina S
(HbS) ainda permanece desconhecido.

A primeira descricdo na literatura médica (10) de um caso
clinico de anemia falciforme deveu-se a observacdo de
hemécias alongadas e em forma de foice no esfregaco
sangliineo de Walter Clement Noel, jovem negro, originario
de Granada (fndias Ocidentais), estudante do primeiro ano
do Chicago College of Dental Surgery, admitido no
Presbyteriam Hospital com anemia. Em 1917, Emmel obser-
vou a transformacdo da hemadcia na sua forma original,
biconcava, para a forma de foice, in vitro, e em 1922, o ter-
mo anemia falciforme foi utilizado por Manson. Em 1927,
Hanh e Gillepsie descobriram que a falcizagéo dos eritrécitos
ocorria como conseqiiéncia da exposicdo das células a uma
baixa tensdo de O,. Em 1947, Accioly, no Brasil, pela primei-
ra vez havia sugerido que a falciformacao ocorria como con-
seqiiéncia de uma heranca autossémica dominante, mas s6
em 1949, através dos trabalhos de Neel e Beet, é que se
definiu a doenca somente em estado de homozigose, sendo
os heterozigotos portadores assintomaticos (9).

Ainda em 1949, Linus Pauling et al. demonstraram que
havia uma diferente migracéo eletroforética da hemoglobina
de pacientes com anemia falciforme quando em compara-
¢do com a hemoglobina de individuos normais. Posterior-
mente coube a Ingram (1956) elucidar a natureza bioquimi-
ca desta doenca, quando, através de um processo de
fingerprint (eletroforese bidimensional associada com
cromatografia), fracionou a hemoglobina e estudou os seus
peptideos. Ficou caracterizado que a anemia falciforme era
ocasionada pela substituicdo do acido glutdmico por valina
na cadeia § da hemoglobina, dando origem ao conceito de
doenca molecular. Em 1978, com os estudos de Kan e Dozy,
novo impulso foi dado ao estudo da HbS, para introducéo
de técnicas de biologia molecular (17).

A simples substituicdo pontual de uma base nitro-
genada, timina por adenina (GAT — GTT), no sexto cdon
do éxon 1 no DNA do cromossomo 11 (Figura 3), ocasiona
o surgimento de uma hemoglobina patolégica (4). A tro-
ca de bases nitrogenadas no DNA, ao invés de codificar a
producdo (transcricdo) do aminodcido acido glutamico,
ira, a partir dai, determinar a producdo do aminoécido
valina, que entrara na posicao 6 da seqiiéncia de aminoa-
cidos que compdem a cadeia [} da hemoglobina, modifi-
cando sua estrutura molecular (3).
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CROMOSSOMO 11 NORMAL
62 cddon cadeia p — GAG — Ac. GLU

CROMOSSOMO 11 MUTANTE
62 codon cadeia f° — GIG — VAL

Figura 3 - Representacéo esquematica da mutacéo génica responsavel pelo
surgimento da HbS

A aparentemente simples troca de um Gnico amino-
acido na composicdo da cadeia beta globinica ocasiona o
surgimento de uma estrutura hemoglobinica nova, deno-
minada hemoglobina S (onde a letra S deriva da palavra
inglesa sickle, que em portugués traduz-se como
foice). A hemoglobina mutante (a,/f°,) possui proprie-
dades fisico-quimicas bastante diferentes da hemoglobina
normal devido a perda de duas cargas elétricas por molé-
cula de hemoglobina (por causa da perda do acido
glutamico). Exibe ainda diferente estabilidade e solubili-
dade, demonstrando uma forte tendéncia a formacao de
polimeros (Figura 4) quando na sua forma de desoxiemo-
globina (3). Decorre dai uma série de alteracdes fisico-
quimicas na estrutura da hemacia, ocasionando a defor-
macao e o enrijecimento de sua membrana celular, concor-
rendo para o surgimento do epifendmeno patolégico que
é a vasoclusdo. Este fendmeno é responsavel por toda a
seqliéncia de alteracdes estruturais e funcionais nos mais
diversos 6rgdos e sistemas do paciente acometido (6).

A hemoglobina S no estado de baixa tensdo do oxigénio
sofre uma modificacdo na sua conformagdo molecular devi-
do a presenca do aminodcido valina, que interage com o
receptor fenilalanina ($-85) e leucina (3-88) na molécula ad-
jacente de hemoglobina S (4). Esta interacdo de natureza
hidrofébica desencadeia a formagdo de polimeros (Figura
4), compostos por 14 fibras de desoxiemoglobinas, enovela-
das entre si, num processo denominado nucleacdo, que pro-
gride com o alongamento e alinhamento de mais fibras, cri-
ando uma estrutura multipolimérica, na forma de um eixo
axial no interior da célula. Esté criado assim o mecanismo de
transformacao da classica forma do eritrécito em uma nova
estrutura celular no formato de foice (2).

A velocidade e a extensdo da formacéo de polimeros
no interior das hemacias depende primariamente de trés
variaveis independentes: grau de desoxigenagao, concen-
tracdo intracelular de hemoglobina S e presenca ou au-
séncia de hemoglobina F (2). Uma das conseqiéncias da
polimerizacdo da HbS é a desidratacdo celular devida as
perdas de fons potassio (K*) e de 4gua. Os principais me-
canismos destas perdas ocorrem pela ativacdo excessiva
do canal de transporte dos fons potassio e cloro (K*CI),
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hemacia biconcava
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polimerizacao )

hemécia em
forma de foice

Figura 4 - Representagéo esquematica do processo de inducéo a falcizacéo das
hemécias pela polimerizagdo da desoxiemoglobina diante da baixa concentracéo de
oxigénio

estimulados pela acidificacdo, pelo edema celular (este
canal esta muito ativo nos reticuldcitos, onde a desidrata-
céo desempenha papel importante na formacéo das célu-
las densas) e pelo canal de Gardos, devido ao aumento da
concentragdo dos fons calcio (Cat™) (4).

Outra importante alteracdo da hemécia na anemia
falciforme se deve a perda do seu poder deformatério, fato
que lhe impossibilita transpor o menor didmetro dos capila-
res da microcirculacdo. A perda da elasticidade da célula deve-
se ao incremento da concentracao de HbS intracelular, resul-
tando no aumento da viscosidade no citosol, a polimerizacéo
da HbS e a rigidez da membrana (7). Estes fatores, associa-
dos a uma maior adesdo do eritrdcito falcizado ao endotélio,
mediada pelo complexo de integrina a4{1, trombospondina,
fator de von Willebrand e fibronectina, favorecem a forma-
¢do de trombos na micro e na macrocirculagao.

A ocorréncia de vasoclusdes, principalmente em pe-
quenos vasos, representa o evento fisiopatolégico deter-
minante na origem da grande maioria dos sinais e sinto-
mas presentes no quadro clinico dos pacientes com anemia
falciforme, tais como crises algicas; crises hemoliticas; ul-
ceras de membros inferiores; sindrome torécica aguda;
seqliestro esplénico; priapismo; necrose asséptica de
fémur; retinopatia; insuficiéncia renal cronica; auto-
esplenectomia; acidente vascular cerebral, entre outros (4).

Haplétipos da mutacéo p°

E do conhecimento geral que os individuos sao gene-
ticamente diferentes e que algumas das diferencas entre
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as pessoas representam mudancas genéticas patoldgicas.
Entretanto, muito provavelmente, podem representar va-
riacdes silenciosas no DNA. Tais variacdes, também desig-
nadas como comuns ou neutras, sao denominadas de
polimorfismos do DNA (1).

O tipo de variabilidade mais comum no complexo
génico das globinas alfa ou beta é aquele produzido por
variacdes de seqiiéncias que alteram o sitio de reconhe-
cimento de uma enzima de restricdo. Estas alteracdes
ocorrem aproximadamente a cada cem bases ao longo
do genoma. O padrdo de combinagdo dos sitios
polimérficos para qualquer cromossomo é chamado de
haplétipo (1). O primeiro polimorfismo associado ao gene
B> foi descrito por Kan e Dozy, em 1978, no sitio para a
enzima de restricdo Hpa | localizado na posicao 3’ do
gene, seguindo-se novas descri¢des de outros sitios (Fi-
gura 5) de polimorfismos de restricdo (Mears et al., 1981;
Antonarakis, 1982). Dezessete sitios polimdrficos foram
descritos no complexo dos genes da globina alfa e mais
de duas dezenas no complexo da globina beta (1). A
descoberta dos haplétipos do gene p° apresentou-se
como importante elemento de analise antropolégica para
estudo das composicdes populacionais, bem como ele-
mentos de estudo clinico, os quais podem fornecer da-
dos preditivos acerca da evolucdo da doenca e seu nivel
de gravidade (20).

Cinco principais haplétipos tém sido relatados em di-
ferentes regides do mundo e séo relacionados com paises
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ou areas do continente africano ou préximo a este, estan-
do ligados a grupos populacionais especificos, recebendo
as denominacdes de acordo com os locais de sua origem:
Benin, Republica Centro-Africana, Senegal, Camardes,
Arébia Saudita e india (16). Inicialmente acreditava-se que
a mutacao do gene fp° teria uma (nica origem, mas estu-
dos posteriores evidenciaram origens independentes e
multifocais para a doenca (19, 23).

Estudos populacionais realizados por Lehmann e
Huntsman (1974) no continente africano demonstraram
importantes diferencas na intensidade e na evolucéo cli-
nica da doenca acometendo pessoas da mesma regiao
africana. Andlises mais aprofundadas definiram que mu-
dancas em seqliéncias de bases nitrogenadas nos sitios,
tais como a perda de (-) 158 bases em 5’ do gene y©,
levavam ao incremento da produgéo de cadeia y©, resul-
tando no aumento da concentracdo de Hb fetal, e
isto determinava uma mudanca da morbidade dos
pacientes (20).

Os haplétipos do gene B> tém papel importante na
regulacéo variavel da sintese da Hb Fetal, na relacdo final
entre as concentracdes de HbS e HbF no adulto e na taxa
de reducdo da HbF durante a infancia. A concentracédo de
HDbF estd aumentada nos hapldtipos Senegal e asiatico (ara-
be) e decresce nos hapldtipos CAR e Benin, devido a uma
taxa de translacdo no sentido 5" — 3’ e a substituicdo da
HbF por HbS mais lenta nos dois primeiros do que nos
dois Gltimos hapldtipos (20).

Cromossomo 11
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Figura 5 - Principais haplétipos do complexo do gene p°, definidos pela acéo de 13 enzimas de restricdo (os Hapl6tipos)
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Concluséao

O estudo dos haplétipos pode ser utilizado com dife-
rentes objetivos: para a determinacado da origem unicén-
trica ou multicéntrica de uma mutacéo, para discriminar
eventos epistaticos (quando outros genes interferem na
expressdo fenotipica do gene mutante) e para definir o
caminho de fluxo de um gene especifico mutante. Quan-
do os dados e informacdes estdo suficientemente consoli-
dados como no caso do cluster do gene p mutante, entéo
os haplétipos podem ser Gteis no estudo da origem e na
evolugdo da raca humana (16). A importéncia dos haplé-
tipos da mutacdo ° na evolugao clinica dos pacientes com
anemia falciforme foi determinada através das observa-
¢Oes quanto ao surgimento e a intensidade das complica-
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¢Oes de natureza organica e da curva de sobrevida dos
pacientes, sugerindo melhores prognésticos para os por-
tadores dos hapl6tipos Senegal e arabe-indiano (Asia) e
pior evolugdo clinica para os pacientes portadores dos
haplétipos CAR e Benin (20).

Rever os aspectos moleculares da hemoglobinopatia SS
possibilita, portanto, uma melhor compreensédo do surgi-
mento da mutacdo do gene $° no mundo, as alteracdes
estruturais e funcionais na hemacia dela decorrentes, bem
como um entendimento mais profundo dos aspectos clini-
cos envolvidos no curso da evolucéo heterogénea da do-
enca, tornando mais claro o entendimento da existéncia
de diferentes intensidades de sinais e sintomas que se apre-
sentam nos pacientes acometidos pela, aparentemente,
mesma mutacdo génica da anemia falciforme.
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