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RESUMO

A doenca falciforme (DF) é uma anemia hemolitica hereditaria causada pela presenca da
hemoglobina S (Hb S). No Brasil, as formas mais comuns sdo a homozigose (Hb SS) e a
associacdo da Hb S com as hemoglobinas C (Hb SC), D-Punjab (Hb SD) e beta-talassemia
(Hb Sp-tal). A inflamacdo na DF é uma condigdo cronica, com constante liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, e relacionada aos eventos de hipdxia e angiogénese, também
caracteristicos da doenca. O comportamento desses eventos nos gendétipos da DF podem
explicar as variagdes frequentemente encontradas nas manifestacdes clinicas da doenga nos
individuos. Assim, o objetivo desse estudo foi analisar os processos de inflamacéo, hipdxia
e angiogénese nos genotipos Hb SS, Hb SD, Hb SB-tal e Hb SC da DF, comparando os
resultados obtidos com um grupo controle sem hemoglobinopatias. Inicialmente, o perfil
hemolitico dos individuos com DF foi avaliado, considerando-se a porcentagem de
reticuldcitos e os niveis de lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST)
e bilirrubina indireta (BI). O perfil inflamatério foi avaliado pela quantificacdo dos niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-8 e TNF-a), proteinas anti-
inflamatorias (TGF-p1 e ANXAI), fatores responsivos a hipoxia (HIF-lo e VEGF) e
polimorfismos genéticos capazes de influenciar nas vias estudas. A porcentagem de
reticuldcitos e os niveis de LDH, AST e BI foram mais elevados no genotipo Hb SS,
seguido pelo genotipo Hb SD, enquanto os grupos com Hb SB-tal e Hb SC apresentaram
perfil hemolitico mais brando. Os niveis plasmaticos dos marcadores inflamatérios I1L-1p,
IL-8, TNF-o e TGF-B1 foram aumentados na DF em relagéo ao controle, especialmente no
gendtipo Hb SS, evidenciando a inflamacdo presente e mais grave no grupo com maior
intensidade hemolitica. A ANXAL1 esteve reduzida na DF, refletindo o desequilibrio entre a
propagacdo da resposta inflamatdria e resolugdo da inflamacdo. No entanto, dentre os
genotipos, a ANXAL foi mais elevada no grupo com Hb SS, sugerindo sua externalizagdo
como um mecanismo compensatorio na tentativa de resolucdo do quadro inflamatoério
nesse grupo de maior gravidade. O HIF-la também apresentou niveis plasmaticos
superiores no grupo com DF, porém, sem distin¢do entre os genotipos, enquanto o VEGF
ndo teve seus niveis elevados na DF, mas foi influenciado por polimorfismos em seu gene.
Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que a inflamag&o é uma condigéo presente

em todos 0s genotipos da DF, com intensidade varidvel e dependente da gravidade da



doenca, sendo maior em individuos com Hb SS e Hb SD, e relacionada, também, aos
processos de hipdxia e angiogénese.

Palavras-chave: citocina, inflamagéo, anti-inflamag&o, angiogénese, hipoxemia, anemia
falciforme, hemdlise.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a hereditary hemolytic anemia caused by the presence of
hemoglobin S (Hb S). In Brazil, the most common forms of SCD are the homozygous (Hb
SS) and the association of Hb S with hemoglobins C (Hb SC), D-Punjab (Hb SD) and beta
thalassemia (Hb Sp-thal). Inflammation in SCD is a chronic condition, with the recurrent
release of pro-inflammatory cytokines, and is related to hypoxic and angiogenenic events,
which are characteristics of the disease. The behavior of these events in SCD genotypes
could explain variations frequently found in the clinical manifestations of patients. Thus,
the aim of the study was to verify the inflammation, hypoxia and angiogenesis processes in
the Hb SS, Hb SD, Hb Sp-thal and Hb SC genotypes of SCD, comparing the results to a
control group without hemoglobinopathies. At first, the hemolytic profile of SCD
individuals was evaluated considering the reticulocytes percentage and the lactate
dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (AST), and indirect bilirubin (IB)
levels. The inflammatory profile was analyzed by quantifying the plasma levels of pro-
inflammatory cytokines (IL-14, IL-8, and TNF-a), anti-inflammatory proteins (TGF-£1 and
ANXAL), responsive factors to hypoxia (HIF-1a and VEGF), and genetic polymorphisms
able to influence the studied pathways. The percentage of reticulocytes and the LDH, AST,
and IB levels were higher in the Hb SS genotype, followed by Hb SD, while the Hb Sf-thal
and Hb SC genotypes presented milder hemolytic profile. The plasma levels of
inflammatory markers IL-15, IL-8, TNF-a, and TGF-51 were higher in SCD than in the
control group, especially in the Hb SS genotype, demonstrating the presence of more
severe inflammation in the group with greater hemolytic intensity. The ANXALl was
reduced in SCD, reflecting the imbalance between inflammatory response propagation and
inflammation resolution, however, among the genotypes, ANXAL was increased in the Hb
SS group, suggesting its externalization as a compensatory mechanism for the resolution of
inflammation in this group with greater clinical and inflammatory severity. HIF-1a also
presented higher plasma levels in the SCD group, however, without distinction between the
genotypes, while the plasma levels of VEGF were not increased in SCD, they are
influenced by polymorphisms in its gene. With the obtained results, we conclude that
inflammation is a present condition in all SCD genotypes with variable intensity and



dependent upon the disease severity, which is higher in the Hb SS and Hb SD forms, and

also related to the hypoxic and angiogenic processes.

Keywords: cytokine, inflammation, anti-inflammation, angiogenesis, hypoxemia, sickle cell

anemia, hemolysis.
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APRESENTACAO

A tese aqui apresentada, para obtencdo do titulo de Doutor em Genética, é fruto do
trabalho de pesquisa desenvolvido no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das
Doencas Hematologicas, sob orientacdo da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos,
e no Laboratério de Imunomorfologia, com coorientacdo da Profa. Dra. Sonia Maria
Oliani. O estudo também contou com a colaboracdo da Médica hematologista responsavel,
Clarisse Lopes de Castro Lobo, do Instituto de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti
— Hemorio.

O interesse pela investigacdo das vias de inflamacdo, hipdxia e angiogénese na
doenca falciforme surgiu durante o mestrado, a partir de observacdes realizadas pelo grupo
de pesquisa e levantamentos da literatura. Durante a execugdo desse projeto de doutorado,
os resultados observados cada vez mais despertavam a atencdo para as variagdes na
expressao fenotipica entre os diferentes genotipos da doenca falciforme e aumentavam o
interesse na continuidade dos estudos.

Como em toda pesquisa cientifica, dificuldades inerentes aos esforcos do grupo
foram encontradas em diferentes etapas de execuc¢do, seja devido a tramites burocraticos
ou pela necessidade de readaptacdo de técnicas, contudo, as adversidades ndo s6 foram
incapazes de barrar o estudo, como, tambem, foram contornadas de maneira satisfatoria.

O periodo de desenvolvimento da pesquisa, que ocorreu de mar¢o de 2012 a
fevereiro de 2016, foi marcado por intensa troca de conhecimentos com colegas de
laboratorio, pesquisadores da area e em reunides cientificas. As conclusdes alcancadas até
0 momento conduziram a elaboracdo de artigos cientificos publicados ou ja submetidos a
revistas indexadas, além daqueles em fase de redacéo.

Dentre os trabalhos ja publicados, relacionados ao assunto tratado na tese, hd um
artigo intitulado “Frequencies of -308G/A (TNFA) and -509C/T (TGFB1) polymorphisms
in sickle cell anemia patients from Brazil”, publicado na Genetics and Molecular
Research, em 2013. Posteriormente, um comentario cientifico sobre o estudo “Influence of
ﬁs-globin haplotypes and hydroxyurea on tumor necrosis factor-alpha levels in sickle cell
anemia” foi elaborado para a Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, e
publicado em 2014. Em sequéncia, um artigo de revisdo, intitulado “Hemoglobin D-

Punjab: origin, distribution and laboratory diagnosis”, foi publicado na mesma revista, em



2015. Ainda, o artigo apresentado no Exame Geral de Qualificacdo, “Plasma levels of
TGF-f1 in homeostasis of the inflammation in Sickle Cell Disease”, foi publicado na
Cytokine, e o manuscrito “Phenotypic diversity of the sickle cell disease in double
heterozygous SD-Punjab” foi submetido a Hematology.

Por fim, em fase de redacdo, existem mais dois artigos cientificos. Um sobre o
perfil hemolitico dos individuos portadores dos diferentes gendtipos para a doenga
falciforme, e outro sobre os marcadores plasmaticos quantificados, mostrando a relacéo
das vias de inflamacdo, hipdxia e angiogénese investigadas. Este ultimo corresponde ao
principal resultado obtido na tese, por ser o dado que melhor respondeu aos nossos
objetivos.

A expectativa é de que muitos outros frutos ainda sejam gerados a partir do trabalho
em questdo, contribuindo para a pesquisa com doenca falciforme em todo o mundo e,

principalmente, em longo prazo, melhorando a vida da Pessoa com doenca falciforme.
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1 INTRODUCAO

1.1 AHEMOGLOBINA NORMAL HUMANA

A molécula de hemoglobina, proteina mais abundante no interior dos eritrocitos,
tem sua estrutura tetramérica formada por duas cadeias do tipo alfa (o) e duas do tipo beta
(B). Cada subunidade é composta por duas fracdes: a proteica, representada pela globina, e
a prostética, que corresponde ao grupo heme (SCHECHTER, 2008).

As cadeias do tipo o sdo codificadas por uma familia génica localizada na regido
cromossdmica 16p13.3, que inclui trés pseudogenes: HBZP (pseudozeta), HBA1P
(pseudoalfa 1) e HBA2P (pseudoalfa 2); e trés genes funcionais: HBZ (zeta), HBAL (alfa 1)
e HBAZ2 (alfa 2). A familia de genes codificante de cadeias do tipo B encontra-se na regido
11p15.1 e é composta por um pseudogene, HBBP (pseudobeta), e cinco genes funcionais:
HBE (épsilon), HBG2 (gama glicina), HBG1 (gama alanina), HBD (delta) e HBB (beta)
(Figura 1). Mudancas na expressao desses genes durante os periodos de vida embrionaria,
fetal e adulta permitem que diferentes tipos de hemoglobinas sejam produzidos em cada
etapa do desenvolvimento (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Cromossomo 16
HS-40 HBZ HBA2 HBA1

T — D - -.-_

Telomero

Cromossomo 11 B-LCR

5 4321 HBE HBG2 HBG1 HBD HBB
Escala
—
10 Kb

Figura 1. Representacdo esquematica dos principais membros das familias génicas das globinas. Os genes da
familia alfa (o) estdo situados no cromossomo 16 e encontram-se sob o controle da regifo reguladora HS-40.
No cromossomo 11 estdo os genes da familia beta (B), controlados por um grupo de elementos reguladores na
chamada regiao controladora de l6cus (LCR) (modificado de HIGGS et al., 2005).

Durante o periodo embrionario, as hemoglobinas Gower I ({¢2), Gower 11 (0gey),
Portland I ({yy2) e Portland 1T ({2B2) sdo predominantes. Na vida fetal, predomina a
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hemoglobina fetal (Hb F) (0y2), a0 passo que, no periodo pos-natal, essa hemoglobina é
gradualmente substituida pela hemoglobina adulta (Hb A) (a2f2), que se torna majoritaria,
e pela hemoglobina A, (Hb A;) (a2d2), minoritaria (WEATHERALL, CLEGG, 2001;
SCHECHTER, 2008). Estabilizadas as taxas de producédo das globinas, um individuo com
perfil normal de hemoglobinas apresenta, aproximadamente, 97% de Hb A; de 2,5% a
3,5% de Hb A; e até 1,0% de Hb F (SCHECHTER, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Ontogenia das cadeias de globina: representacdo esquematica da expressao das principais cadeias
ao longo do desenvolvimento. Observam-se a porcentagem de produgdo de cadeias e 0s principais sitios de
eritropoiese em cada periodo (modificado de SANKARAN; ORKIN, 2013).

Alteracdes genéticas que afetam a sintese das cadeias globinicas, em sua estrutura
molecular ou quantidade, ddo origem as hemoglobinopatias, que compreendem as
talassemias e as variantes de hemoglobina. As talassemias sao causadas pelo desequilibrio
quantitativo de cadeias, devido a defeitos na taxa de sintese das globinas, enquanto as
variantes s@o decorrentes de alteragcbes na estrutura proteica das cadeias, que interferem
nas caracteristicas fisico-quimicas da molécula (STEINBERG et al., 2001; BAIN, 2011).

No banco de dados HbVar - Globin Gene Server’, até janeiro de 2016, haviam sido
descritas 1248 variantes de hemoglobinas e 480 alteracbes genéticas relacionadas as

talassemias.

1. Hb Var é um banco de dados de hemoglobinas variantes humanas e talassemias, inserido no dominio Globin
Gene Server, que traz informacéo genética, laboratorial e clinica sobre cada um dos tipos de variantes e talassemias
ja descritas na literatura. Disponivel em http://globin.cse.psu.edu/hbvar/ Acesso em 14 de janeiro de 2016.
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1.2 HEMOGLOBINAS (Hb S) E DOENCA FALCIFORME

Hb S é uma proteina com caracteristicas estruturais e bioguimicas diferentes da
hemoglobina normal, originada a partir de uma mutacdo de ponto no gene beta
(HBB:c.20A>T; rs334), que leva a substituicdo do acido glutamico por valina no sexto
cédon da cadeia B. Moléculas de Hb S sdo normais quanto a capacidade de ligagcdo ao
oxigénio, porém, a mutagdo produz um motivo hidrofébico na hemoglobina desoxigenada,
que leva a ligacdo entre duas cadeias p de moléculas distintas. Essa ligacdo favorece a
polimerizacdo, que se estende e preenche o eritrocito, alterando sua arquitetura e
flexibilidade (KATO et al., 2009; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

A heterozigose para a Hb S (Hb AS ou traco falciforme) confere aos eritrocitos
cerca de 30-40% de Hb S e ndo esta associada a alteracGes clinicas perceptiveis em
condigbes normais (STEINBERG, 2008; SERJEANT, 2013). Em contrapartida, a
homozigose para a Hb S, referida como anemia falciforme, e a sua interacdo com
talassemias ou outras hemoglobinas variantes, frequentemente estdo associadas a
manifestacdes clinicas, caracterizando a Doenga Falciforme (DF) (STEINBERG, 2009;
BAIN, 2011).

A DF predomina em regides em que a malaria é ou foi prevalente, devido a
hipotese de protecdo a malaria conferida ao portador de trago falciforme. A distribuigéo
contemporanea das populagfes com Hb S, porém, ndo segue a risca esse modelo, em
decorréncia dos sucessivos eventos migratorios ocorridos desde o seu surgimento. Devido
a sua origem ter ocorrido em continente africano e, como reflexo da contribuicdo desses
povos na formacdo étnica de varias populacGes, a Hb S apresenta-se amplamente
distribuida no mundo (PIEL et al., 2013) (Figura 3).

Estima-se que nas¢cam, por ano, mais de 300 mil criangas com a homozigose para a
Hb S em todo 0 mundo, sendo dois tercos s6 na Africa (PIEL et al., 2013). No Brasil, a
distribuicdo da Hb S é heterogénea, dependendo da regido e da composicdo da populacéo,
sendo maior na regido nordeste, cuja prevaléncia do trago (Hb AS) esta entre 6% e 10%
(CANCADO; JESUS, 2007). Em populagdes de origem africana, a anemia falciforme
responde por cerca de 70% dos casos de DF, seguida da Hb SC (25%-30% dos casos) e,
em terceiro lugar, da interacdo da Hb S com a beta-talassemia (Hb Sp-tal) (REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
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Figura 3. Distribuicdo geogréfica do alelo HBB®. Os dados sdo estimativos da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para o nimero anual de individuos afetados com Hb SS, Hb SC e Hb SB-tal por regido
(modificado de REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

1.2.1 Gendtipos

A expressdo fenotipica na heranca da DF é variavel e dependente de fatores que
afetam a concentracdo de Hb S dentro dos eritrocitos e/ou facilitam a sua polimerizacdo. A
diversidade clinica entre os gendtipos € comumente observada, sendo as condi¢cdes mais
graves encontradas na homozigose Hb SS (STEINBERG, 2008; SERJEANT, 2013).

Na associa¢do Hb Sp-tal, o espectro de variacdo fenotipica é amplo, dependendo da
mutacdo de B-tal envolvida e da quantidade de Hb A produzida (STEINBERG, 2008;
SERJEANT, 2013). Quando a mutagdo inativa o gene HBB, tém-se a p’-tal, caracterizada
pela auséncia de produgio de cadeias . Dessa forma, a condicdo SB°-tal esté relacionada a
manifestacbes clinicas graves semelhantes as observadas na anemia falciforme. Se a
mutac&o envolvida leva a reduco parcial na producdo de cadeias, a condigio é a B*-tal, e a
associagdo SP*-tal resulta em clinica de leve & moderada, cuja intensidade depende do grau
de reducao na sintese de cadeias p (GALANELLO; ORIGA, 2010; THEIN, 2013).

Por outro lado, o gendtipo Hb SC é comumente associado a fen6tipos mais brandos,
ainda que se relacione a maior ocorréncia de retinopatia proliferativa (SERJEANT, 2013).
A mutacdo que da origem a Hb C (HBB:c.19G>A,; rs33930165) resulta na producdo de
lisina, em substituicdo ao acido glutamico, no sexto codon da cadeia B, e as alteragdes

fisico-quimicas associadas a heranca da Hb C envolvem o aumento da desidratacdo do
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eritrocito e a formacdo intracelular de cristais, favorecendo a polimerizacdo da Hb S na co-
heranca Hb SC (NAGEL; FABRY; STEINBERG, 2003; LIONNET et al., 2012).

A associacdo da Hb S com a variante Hb D-Los Angeles ou Hb D-Punjab (Hb D) é
menos frequente e pouco estudada, porém, na literatura ha relatos de clinica moderada
(STEINBERG, 2008; PATEL et al., 2013; SERJEANT, 2013). A Hb D é uma variante
decorrente de mutagdo pontual (HBB:c.364G>C; rs33946267) que resulta na substituicdo
do acido glutamico por glutamina na posicdo 121 da cadeia . Associada a Hb S, os duplos
heterozigotos Hb SD apresentam quadro clinico perceptivel devido ao favorecimento da
polimerizacdo da Hb S na presenca da Hb D (ADEKILE; MULLAH-ALI; AKAR, 2010;
KOSELER et al., 2012).

1.2.2 Manifestacdes clinicas

As manifestacbes clinicas na DF sdo diversas e podem ocorrer em todos 0s
gendtipos, embora com frequéncia e gravidade variaveis. Dentre elas, destacam-se: anemia
hemolitica cronica, crises algicas, hipertensdo pulmonar, sindrome torécica aguda (STA),
acidente vascular encefalico (AVE), faléncia renal, priapismo, Ulceras de membros
inferiores, osteonecrose, retinopatias e doencas cardiovasculares (BALLAS et al., 2012;
SERJEANT, 2013).

De todas as manifestacdes clinicas, a STA parece ser a mais preocupante, por
representar a segunda maior causa de hospitalizacdes e a maior causa de morte na DF,
acometendo, principalmente, homozigotos para a Hb S. A STA ¢é definida como sendo a
ocorréncia de um novo infiltrado pulmonar em ao menos um dos segmentos do pulméo,
associada a, no minimo, um dos seguintes sintomas: dor na regido toracica, febre, tosse,
taquipnéia ou ruidos respiratorios. Geralmente ocorre por causas infecciosas, em criancas,
ou por embolia gordurosa decorrente de necrose da medula 6ssea, em adultos (GLADWIN;
VICHINSKY, 2008; PAUL et al., 2011; BALLAS et al., 2012).

Embora a anemia falciforme seja a forma mais grave da DF, algumas complica¢c6es
sdo observadas, mais frequentemente, em outros genétipos. E o caso da retinopatia
proliferativa, uma manifestacdo tardia da DF, desencadeada por episddios vaso-oclusivos
na retina e cuja ocorréncia tem se mostrado maior em pessoas com Hb SC,

aproximadamente 33%. Acredita-se que isso seja devido a maior viscosidade sanguinea
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desses pacientes, nos quais o hematdcrito e o estado de ativacdo da coagulacdo sdo mais
elevados (BALLAS et al., 2012; KASSIM; DEBAUN, 2013; COLELLA et al., 2015).

1.2.3 Fisiopatologia

O evento primario responsavel pelas complicages clinicas na DF é a polimerizagao
da Hb S, sob condicdes de hipdxia, desidratacdo ou acidose, que resulta em alteracdes na
conformagdo e flexibilidade dos eritrdcitos e leva ao comprometimento das trocas idnicas,
a desidratacdo e ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo. Em decorréncia da
falcizacdo dos eritrdcitos, ocorrem a anemia hemolitica e os ciclos de isquemia-reperfuséo
mediados pela vaso-ocluséo, podendo levar a disfuncéo endotelial, aumento da inflamacao
vascular, ativacdo da coagulacdo e estresse oxidativo (REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2010; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013).

Os danos teciduais resultantes da oclusdo vascular ocorrem em duas fases. A
primeira se refere aqueles induzidos pela isquemia direta, cuja gravidade depende da
extensdo e duracdo da interrupcdo do suprimento sanguineo. Quando ha restauracdo do
fluxo sanguineo, com reperfusdo da area anteriormente isquémica, essa reoxigenacao
desencadeia a segunda e mais critica fase, o estagio inflamatério. Nesse momento se
estabelece a inflamagéo isquémica e os danos aos tecidos e 6rgdos, devido a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), ativacdo endotelial, ativacdo de leucdcitos e
plaquetas, expressdo de moléculas de adesdo celular e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias no local (HEBBEL, 2014).

No processo desencadeado pela polimerizagdo da Hb S e falcizacéo dos eritrdcitos,
glébulos vermelhos sdo destruidos precocemente, gerando um constante quadro hemolitico
que cursa com grande quantidade de eritrocitos jovens, os reticuldcitos, na circulagéo.
Reticuldcitos apresentam expressdo aumentada de moléculas de adesdo em sua superficie,
em comparagéo aos eritrocitos maduros, facilitando interagdes com moléculas de adeséo de
leucdcitos e células endoteliais. Durante a hemolise, também ha liberacdo de hemoglobina
e ferro heme no plasma, os quais representam uma fonte de estresse oxidativo e deplecdo
de dxido nitrico (NO) (SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013; HOPPE, 2014).

A liberacdo de ferro heme na circulacdo resulta na geracdo de ERO, danos celulares
e teciduais e consequente recrutamento de mondcitos e macrdfagos, estimulando uma

resposta inflamatdria sistémica e contribuindo para o desenvolvimento de vasculopatias. A
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liberagdo de hemoglobina livre no plasma durante a hemdlise, por sua vez, diminui a
biodisponibilidade de NO, o qual desempenha importante papel na vaso-diltacdo, e
também, medeia a inflamacéo na DF, por conter o estresse oxidativo, diminuir a expressao
de moléculas de adesdo e inibir a agregacdo plaquetaria (HOPPE, 2014; RIFKIND;
MOHANT; NAGABABU, 2015).

O NO apresenta meia vida curta no sangue, devido a sua rapida reacdo com a
hemoglobina para formar meta-hemoglobina e nitrato. O excesso de hemoglobina livre no
plasma, durante a hemolise, leva a deplecdo de NO, resultando em disfuncdo endotelial.
Pacientes com DF apresentam um estado cronico de deficiéncia de NO, o qual é
exacerbado durante os episodios vaso-oclusivos, devido ao seu consumo pela hemoglobina
livre e por ERO, como superdxido e xantina oxidase, gerados durante ciclos de isquemia e
reperfusdo (Figura 4) (HOPPE, 2014; RIFKIND; MOHANT; NAGABABU, 2015).

Hemodlise, disfungao endotelial
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Figura 4. Mecanismos hipotéticos dos subfenotipos clinicos da DF. A hemolise intravascular esta associada
a disfuncdo endotelial mediada pela inativagdo do NO, devido & hemoglobina livre no plasma e as ERO.
Como consequéncia, ha o desenvolvimento de complicagfes como Ulcera de membros inferiores, priapismo,
hipertensdo pulmonar, morte subita e infarto (lado esquerdo da figura). A disfuncdo endotelial associada a
hemdlise pode causar inflamacéo, com recrutamento de leucécitos, além de expresséo elevada de moléculas
de adesdo célula-célula ou células-endotélio, como VCAM-1. A contagem de glébulos brancos elevada,
resultando em obstrucéo de capilares por leucocitos e eritrocitos, esta geralmente associada a complicacfes
vaso-oclusivas como crise de dor, STA, necrose 6ssea avascular e retinopatias (lado direito da figura). ET-1
= endotelina; NOS = éxido nitrico sintase; O, = superdxido; VCAM-1 = molécula de adesdo vascular; XO =
xantina oxidase (modificado de GLADWIN; VICHINSKY, 2008).
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1.2.4 Inflamacéo

Inflamacdo € a resposta fisiopatoldgica do organismo a infeccBes, exposicdo a
toxinas, lesdo celular ou danos teciduais. De modo geral, o processo inflamatério tem
inicio quando células do sistema imune inato, residentes no tecido afetado, detectam o
agente causador da infecgdo ou dano e sinalizam para os neutréfilos circulantes, os quais
migram para o local. Por sua vez, os neutrofilos promovem o recrutamento de mondcitos e
macrofagos, bem como a potencializagdo do ambiente pré-inflamatério, de modo que o
combate ocorra de forma eficiente. Em condi¢Ges normais, apds sua acao, os neutrofilos
sofrem apoptose e sdo fagocitados por macréfagos (ASHLEY-KOCH et al., 2008;
MANTOVANI et al, 2011; ORTEGA-GOMEZ; PERRETI; SOEHNLEIN, 2013).

Embora desempenhe funcdo protetora no controle a infec¢Bes e promocao de reparo
tecidual, a resposta inflamatéria exacerbada pode causar danos teciduais e doencas. A
inflamacg&o é componente fundamental da fisiopatologia da DF, podendo ocorrer de forma
aguda e cronica, devido a polimerizacdo da Hb S, que acarreta ndo somente a falcizacdo do
eritrocito e a hemolise intravascular, mas, também, uma cascata de interacdes celulares
mediadas por proteinas inflamatorias denominadas citocinas (Figura 5) (HOPPE, 2014).

Citocinas sdo proteinas mediadoras da resposta imune, capazes de influenciar a
atividade, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular, assim como regular a
producédo e atividade de outras citocinas, podendo aumentar (atividade pro-inflamatoria) ou
diminuir (atividade anti-inflamatoria) a resposta inflamatoria (ASHLEY-KOCH et al.,
2008; STRIZ et al., 2014). Citocinas pro-inflamatdrias sdo produzidas predominantemente
por macréfagos ativados, destacando-se as interleucinas (IL)-1p, IL-6, IL-8 e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). O fator transformante de crescimento beta (TGF-) e a IL-6,
embora tenham comumente atividade pro-inflamatoria, podem apresentar acdo anti-
inflamat6ria em algumas circunstancias (STRIZ et al., 2014; OWUSU-ANSAH et al.,
2015).

As citocinas podem participar de varios mecanismos que contribuem para a vaso-
oclusdo na DF, incluindo a ativacdo endotelial, a inducdo da adesdo de eritrocitos e
leucdcitos ao endotélio vascular, o desenvolvimento de hiperplasia vascular, a ativacédo de
plaquetas, a producdo de endotelina-1 e a disfuncdo na apoptose de células endoteliais
(ASHLEY-KOCH et al., 2008; OWUSU-ANSAH et al., 2015).
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Figura 5. Papel da inflamagdo no processo vaso-oclusivo da DF. A hemolise leva a liberacdo de
hemoglobina livre no plasma e producéo de ERO, que interagem com o endotélio vascular, ativando-o. A
falcizacdo do eritrocito, a expressdo aumentada de moléculas de adeséo e a leucocitose, promovem a adeséo
entre as células e dessas com o endotélio, obstruindo os capilares sanguineos. Os danos resultantes desse
processo geram um ambiente inflamatério capaz de retroalimentar e agravar o processo. Hb = hemoglobina;
ERO = espécies reativas de oxigénio; NO = dxido nitrico; CAM = moléculas de adesao celular (modificado
de HOPPE, 2014).

A ocorréncia da maioria das manifestacdes clinicas na DF se correlaciona com a
quantidade de gldébulos brancos, indicando o papel dos leucdcitos e da inflamagdo no
desenvolvimento clinico da doenca. A leucocitose € comum em pacientes com DF e é
evidenciada pela elevacéo de, principalmente, mondcitos e neutréfilos, e pelo aumento nos
niveis de citocinas inflamatdrias, como o TNF-a, IL-1p e IL8. Estudos ja evidenciaram que
0 aumento de citocinas inflamatdrias esta relacionado a falcizacdo e a gravidade vaso-
oclusiva na DF (QARI; DIER; MOUSA, 2012; HOPPE, 2014).

AssociacBes genéticas com mediadores da inflamacdo também suportam o
envolvimento da via inflamatdria na fisiopatologia da DF e podem, parcialmente, explicar
a heterogeneidade fenotipica da doenca (STEINBERG; ADEWOYE, 2006).
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1.2.4.1 Interleucinas (IL)

As ILs sdo moduladores essenciais da imunidade inata e estdo envolvidas em
praticamente todos os processos bioldgicos. A IL-1B, pertencente a familia IL-1, que
compreende outros 10 membros, é uma das mais importantes citocinas moduladoras da
resposta inflamatoria aguda e crénica. A IL-1p é produzida principalmente por mondcitos e
macrdfagos, em resposta a estimulo inflamatério, como uma lipoproteina inativa, a qual é
proteoliticamente processada a sua forma ativa pela caspase 1 (DINARELLO, 2009;
GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013). Essa citocina € uma proteina
envolvida na ativacdo de mecanismos sinalizadores celulares, induzindo a expresséo
génica de outros fatores pré-inflamatorios, como IL-6 e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), 0s
quais contribuem para a resposta inflamatoria em diferentes tecidos. Ainda, esta
relacionada ao recrutamento e retencdao de neutrofilos e, principalmente, de mondcitos na
circulagdo, ativacdo plaquetéaria, producdo de NO e liberacdo de proteinas de fase aguda
(Figura 6) (DINARELLO, 2009).

O gene IL1B esta localizado na regido cromossémica 2g14, sendo composto por
sete exons e seis introns. Polimorfismos genéticos na regido podem explicar variagfes
individuais nos niveis da citocina. Cerca de 20 polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs)
ja foram descritos no gene, dos quais 0 mais importante funcionalmente é o -511C/T
(rs16944), relacionado com alteracfes na transcricdo génica e consequente expressao da
proteina. A presenca do alelo mutante T é capaz de aumentar a transcricdo do gene IL1B,
elevando os niveis da citocina na circulagdo e promovendo aumento da resposta
inflamatéria (CHEN et al., 2006; VICARI et al., 2015). Na DF, h& evidéncias do
envolvimento do polimorfismo -511C/T em eventos vaso-oclusivos, por meio da sua agédo
em processos como inflamacdo, adesdo celular e coagulagdo (ELLIOT et al., 2007;
VICARI et al., 2015).

Outra interleucina que apresenta importante papel na resposta inflamatéria é a I1L-8.
A IL-8 ou CXCLS8, como também é conhecida, representa um dos 15 membros da familia
génica de quimiocinas CXC e esta localizada na regido 4p13-g21, com quatro éxons e trés
introns. A IL-8 pode ser produzida e liberada por diferentes tipos celulares, incluindo
mondcitos, macrofagos e células endoteliais. Esta envolvida na iniciagdo e amplificacdo da
resposta inflamatdria aguda e cronica, sendo que, sua principal funcdo, durante o processo

inflamatorio, reside na quimiotaxia de células de defesa, especialmente de neutréfilos. A
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adesdo e migracdo de neutrdfilos ao endotélio sdo reguladas pela IL-8, bem como a
atividade pro-inflamatéria dos neutréfilos, que também é estimulada pela acdo da IL-8
(BAGGILIONI; CLARK-LEWIS, 1992; BAGGILIONI, 1998; JUNDI; GREENE, 2015).
Dentre os SNPs descritos no gene IL8, destaca-se o polimorfismo -251A/T (rs4073), no
qual a mutacdo leva ao aumento nos niveis circulantes da citocina e, consequentemente,
aumento da resposta inflamatéria (HULL, THOMSON; KWIATKOWSKI, 2000;
CAJADO et al., 2010).

Niveis elevados de IL-8 tém sido identificados no plasma de pacientes com anemia
falciforme, contribuindo para o agravamento da fisiopatologia da doenca. Devido a sua
propriedade quimioatrativa de neutrofilos, a IL-8 poderia estimular a adesao dessas células
ao endotélio e favorecer a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos (LANARO et al., 2009;
CAJADO et al., 2011; SAKAMOTO, 2013).
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Figura 6. Acbes da IL-1B na inflamacdo. IL-1B ativa é secretada por mondcitos e macréfagos, apds
processamento pela caspase 1. A IL-1p entra na circulagdo e age nos receptores alvos da rede hipotalamica,
resultando na sintese de ciclo-oxigenase-2, que eleva os niveis de prostaglandina (PG) E, e ativa o centro
regulador da febre, aumentando a migracdo de leucécitos. A IL-1B também ativa receptores no endotélio,
levando a expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas, que favorecem a transmigracdo de neutrofilos. A
inducéo de dxido nitrico (NO) pela IL-1p contribui para a diminui¢do da resisténcia vascular. A IL-6 liberada
age nos hepatdcitos, estimulando a liberacdo de proteina de fase aguda, e em células precursoras na medula
6ssea, resultando em maior producéo de plaquetas e neutréfilos (modificado de DINARELLO, 2005).
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1.2.4.2 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a ¢ um membro da superfamilia TNF, composta por 19 ligantes e 29
receptores, 0s quais desempenham papéis altamente diversificados no organismo. Todos 0s
membros da familia possuem acdo inflamatdria, devido a ativacdo do fator de transcricdo
NF-kB. O TNF-a ¢ secretado principalmente por macrofagos e corresponde a citocina pro-
inflamatoria mais importante da familia, estando envolvido no crescimento, diferenciacéo e
funcdo celular, na ativacdo de leucdcitos e células endoteliais, na inducdo da cascata de
coagulagdo, na estimulagdo de macrofagos e na expressdo de moléculas de adesdo nas
células endoteliais e em leucdcitos. Corresponde & primeira citocina liberada na circulacdo
apos qualquer tipo de dano ou estresse, antecedendo até mesmo a IL-13 (AGGARWALL;
GUPTA,; KIM, 2012; MONACO et al., 2015). Tais caracteristicas fazem do TNF-o. um
importante fator de risco na doenca falciforme, contribuindo para o agravamento da
resposta inflamatdria apresentada pelos pacientes (CAJADO et al., 2010).

A proteina TNF-a pode ser expressa tanto na forma transmembrana quanto na
forma sollvel, e sua acdo é dependente da interacdo com dois receptores especificos:
TNFR1 e TNFR2. O ligante na sua forma soltvel ativa o receptor 1, enquanto a forma
transmembrana se liga ao receptor 2 (GRELL et al., 1995; AGGARWAL, 2003).
Aparentemente, as duas formas da proteina apresentam efeitos antagdnicos, sendo a
proteina transmembrana mediadora dos efeitos terapéuticos, e a proteina soltvel ligada aos
efeitos patogénicos. No entanto, a forma transmembrana tem efeitos limitados em relacéo a
forma soltvel e, por esse motivo, 0 TNF-a tem sido mais comumente associado a
condicBes patoldgicas, como, por exemplo, na inflamag&o e disfungéo endotelial (Figura 7)
(ZHANG et al., 2009; AGGARWALL; GUPTA; KIM, 2012).

O cluster de genes da familia TNF esta localizado na regido cromossdémica 6p21.3 e
apresenta cinco microssatélites (TNFa-e). Varios SNPs ja foram descritos, entre eles o
polimorfismo -308G/A do TNFA (rs1800629) (HAJEER; HUTCHINSON, 2001,
AGGARWALL; GUPTA; KIM, 2012). Esse polimorfismo ¢ um dos mais estudados,
devido ao consideravel efeito do alelo mutante A no aumento da transcricdo do gene e,
consequentemente, na exacerbacdo da resposta inflamatoria. Ha relatos de seu
envolvimento na patogénese de varias doencas (HAJEER; HUTCHINSON, 2001; ELAHI
et al., 2009; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al. 2011), incluindo a anemia falciforme
(ELAHI et al., 2009; CAJADO et al., 2010; CAJADO et al., 2011).
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Figura 7. Papel do TNF-o na disfungdo vascular. O TNF-a induz a expressdo de varias citocinas e
quimiocinas inflamatdrias, iniciando e acelerando eventos como aterosclerose, trombose, inflamacéo
vascular, apoptose de células endoteliais, remodelamento vascular e estresse oxidativo. Além disso, também
diminui a disponibilidade de NO, a vasodilatacdo e o reparo tecidual. EDHF = fator hiperpolarizante
dependente do endotélio; eNOS = éxido nitrico sintase endotelial; iINOS = éxido nitrico sintase induzivel;
MPC-1 = proteina quimioatrativa de mondcitos; ICAM = molécula de adesdo intracelular-1; VCAM =
molécula de adesdo vascular; CRP = proteina C reativa; TF = fator tecidual; MMP = metaloproteinase de
matriz (modificado de ZHANG et al., 2009).

1.25 Resolugédo da Inflamagéo

Para prevenir a progressdo da resposta inflamatéria aguda e a persisténcia da
inflamacdo cronica, evitando, assim, danos teciduais maiores, € necessario haver o
equilibrio entre mediadores pro-inflamatérios e efetores anti-inflamatorios. Os processos
fundamentais para resolucdo da inflamag&o e retorno a homeostase incluem a limitagdo ou
blogueio da infiltracdo tecidual de neutrofilos, a regulacdo da producdo e liberagdo de
citocinas e quimiocinas inflamatérias, a inducdo da apoptose de neutrofilos, com
subsequente fagocitose por macrofagos (eferocitose), a alteracdo do estado de ativacdo de
macrofagos e o retorno de células ndo apoptéticas aos vasos-linfativos (Figura 8)
(HEADLAND; NORLING, 2015).

Mediadores anti-inflamatérios podem agir nas diferentes etapas do processo de
resolucdo da inflamacéo. Nesse contexto, destaca-se a anexina A1 (ANXAL), uma proteina
com potente acdo anti-inflamatéria e promotora da homeostase do organismo, capaz de
atuar reduzindo interagdes neutrofilo-endotélio e estimulando a eferocitose por macréfagos
(HEADLAND; NORLING, 2015).
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Figura 8. Representacdo esquematica da agdo dos mediadores e componentes celulares relacionados com a
inflamacéo e a resolucdo da inflamacgdo. A resposta inflamatéria tem inicio, primeiramente, por macréfagos
teciduais e mastocitos, que ativam a producéo e liberagdo de citocinas, quimiocinas, heparina e histamina,
amplificando a resposta. Tais mediadores aumentam a permeabilidade vascular e recrutam neutréfilos que,
quando ativados, transmigram através do endotélio, sofrem degranulacdo, geram espécies reativas de
oxigénio (ERO), formam redes (NETSs) e fagocitam corpos estranhos. A geracdo de &cido aracddnico produz
mediadores pro-inflamat6rios com papel na vasodilatacdo, agrega¢do plaquetaria e quimiotaxia de leucéticos.
Contrariamente, a resposta inflamatdria exacerbada, por si so, desencadeia processos responsaveis pela sua
resolucdo. A producdo de lipoxinas diminui a propagacdo da inflamagdo. Os NETSs, quando em excesso,
degradam quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias, inibindo o recrutamento de novos neutréfilos. A anexina
Al, presente nos granulos dos neutrdfilos, é liberada durante a inflamag&o e age diminuindo o recrutamento,
a adesdo celular e a transmigragdo de neutrofilos. Citocinas como 0 TGF-p agem em macrofagos, alterando
seu estado de ativacdo de pré-inflamatorio (M1) para anti-inflamatorio (M2). Durante a fase de resolucéo,
neutréfilos apoptéticos sdo fagocitados por macréfagos (eferocitose) e as células ndo apoptéticas retornam a
circulagdo. DAMPs: padrdes moleculares associados a danos. PAMPs: padrées moleculares associados a
patégenos (modificado de HEADLAND; NORLING, 2015).

1.2.5.1 Anexina Al (ANXA1)

As anexinas compreendem uma familia conservada de proteinas relacionadas
estruturalmente, das quais a ANXAL foi o primeiro membro a ser clonado. Inicialmente, a
ANXAL foi denominada lipocortina, devido a sua propriedade de mimetizar a acdo anti-

inflamatoria dos glicocorticoides, afetando os componentes da cascata inflamatéria
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(FLOWER; BLACKWELL, 1979). E expressa principalmente nos neutréfilos, perfazendo
2% a 4% do total de proteinas em seu interior. A externalizacdo da ANXAL permite a sua
interacdo com a superficie das células alvo e, consequentemente, o desencadeamento de
seus mecanismos anti-inflamatorios, que residem no controle da ativacdo e migracdo de
leucocitos e da adesdo de neutrofilos e mondcitos as células endoteliais, contribuindo para
a resolucdo da resposta inflamatoria (PERRETI; FLOWER, 2004; D’ACUNTO et al.,
2014; HEADLAND; NORLING, 2015).

Estudos mostraram que a exposicdo de ANXAL na superficie dos leucdcitos exerce
uma acao inibitéria da inflamacdo, por reduzir a transmigracéo desses através do endotélio;
(OLIANI et al., 2001; PERRETTI; FLOWER, 2004). Um dos alvos sugeridos da acao anti-
inflamatoria da ANXAL é a enzima fosfolipase A2 (PLA2), que participa da producdo de
importantes mediadores inflamatorios por mastocitos, macréfagos, células endoteliais e
leucdcitos, os quais interferem nas propriedades adesivas das células endoteliais. A
inibicdo dessa enzima, exercida pela ANXAL, prejudica as interagdes entre leucdcitos e
endotélio, diminuindo a capacidade de transmigracdo durante a resposta inflamatoria
(NOURSHARGH; MARELLI-BERG, 2005; OLIANI; GIL, 2006).

Esse efeito proporcionado pela ANXA1 também pode ser benéfico em situacGes de
isquemia e reperfusdo, como mostrado por Mylinh et al. (2001) e em uma recente revisao
de Qin et al. (2014) (Figura 9). Ambos os estudos abordam o papel da ANXAL na reducdo
de danos teciduais no miocardio em decorréncia dos ciclos de isquemia e reperfuséo.
Mylinh et al. (2001) sugeriram que a maior causa de danos teciduais seria a transmigragéo
de leucdcitos durante esses ciclos e, tendo a ANXAL o papel de inibir o extravasamento de
leucdcitos, ela desempenharia um papel protetor contra esses danos. Em 2011, Facio-
Junior et al. também conduziram uma investigacdo em que os efeitos da ANXA1 foram
protetores para 0s danos teciduais renais resultantes de isquemia e reperfusdo, em modelo
animal. Ciclos de isquemia e reperfusdo sdo frequentes na DF, assim, a expressdo
diferencial dessa proteina entre os gendtipos da doenca pode estar envolvida com o leque
de manifestagdes fenotipicas apresentadas pelos pacientes.

O gene ANXAL1 esta localizado na regido cromossdmica 9921.13 e, até 0 momento,
poucos trabalhos relataram polimorfismos em sua sequéncia. Na regido promotora, foram
descritos apenas dois SNPs: -7494C/T e -7040G/T (LINDGREN et al., 2001; DONG et al.,
2004), porém, nenhum estudo verificando possiveis influéncias na expressdo da proteina

foi realizado. Até o momento, ndo existem informacdes sobre a acdo e o efeito dessa
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proteina na DF, embora, aparentemente, o controle que exerce sobre a atividade
inflamatéria do organismo possa ser benéfico nesses pacientes, considerando a sua

potencialidade em diminuir os problemas causados pelo quadro inflamatério intravascular.
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Figura 9. Acdo da anexina durante mecanismos de isquemia-reperfusdo. Apds o processo isquémico, a
restauracdo do fluxo sanguineo desencadeia uma intensa reagdo inflamatdria, com liberagdo de citocinas e
outros mediadores, que ativam e recrutam neutr6filos e mondcitos/macréfagos para os sitios de inflamag&o.
Neutrofilos ativados liberam microvesiculas contendo anexina Al (ANX-Al), que age nos neutrdfilos
limitando a interacdo célula-endotélio necessaria para as etapas de rolamento, adesdo e infiltracdo durante a
transmigracdo para o tecido. No tecido, estimula a fagocitose de neutréfilos apoptéticos pelos macréfagos e a
resolucdo da inflamacédo, inibe a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), citocinas e diminui a
apoptose e morte celular, reduzindo e reparando danos teciduais. Setas vermelhas indicam inibicéo, enquanto
setas azuis indicam estimulo (adaptado de QIN et al., 2014).

1.2.5.2 Fator transformante de crescimento beta (TGF-5)

O fator transformante de crescimento beta (TGF-B) é uma citocina pleiotropica que
afeta a proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo celular, e pode agir tanto
como um regulador positivo quanto negativo da transcricdo génica, dependendo dos genes
alvos e do contexto celular (Figura 10).

O TGF-p existe em trés isoformas: TGF-B1, 2 ¢ 3, sendo o TGF-B1 a forma mais
abundante (TRIKHA; CARSON 11, 2014). Desempenha importante papel na resolucdo da

inflamacdo, uma vez que esta associado com a inibicdo da proliferacao de células imunes e
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com a supressao da atividade de células precursoras do sistema imune. O TGF- também
age como um potente inibidor da diferenciacdo de células T e indutor da apoptose de
células B, devido a sua participacdo na quimiotaxia e polarizacdo de macrofagos e
neutréfilos no local da inflamacgdo. Por outro lado, 0 TGF- esta envolvido na liberagdo de
citocinas pré-inflamatdrias de neutrofilos e no estimulo da diferenciagdo da linhagem de
células pro-inflamatérias Th17 (Figura 11) (AKHURST; HATA, 2012; HAN et al., 2012).
A producdo de TGF-B pode ser controlada por SNPs em seu gene localizado na
regido cromossémica 19qg13.1, tais como o -509C/T no TGFB1 (rs1800469), em que 0
alelo mutante T esta associado com altos niveis de TGF-B1 circulante (GRAINGER et al.,
1999). A elevacgédo de TGF-B tem sido descrita na anemia falciforme (CROIZAT; NAGEL,
1999; KEIKHAEI; MOHSENI; NOROUZIRAD, 2013) e polimorfismos genéticos no
TGFB, em seus receptores e em membros da sua via de sinalizacdo foram relacionados aos
subfenédtipos da doenca, incluindo complicagfes clinicas como infarto do miocérdio,

osteonecrose, priapismo, Ulcera de perna e hipertensdo pulmonar (STEINBERG, 2009).
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Figura 10. Principal via de sinalizagdo do TGF-f. Dimeros de TGF-p ativados induzem a formagdo de um
complexo entre os receptores do tipo Il (TGF-BRII) e do tipo I (TGF-BI) na superficie das células. A
formacao desse complexo inicia uma via de transducdo de sinal, mediada por proteinas intracelulares
transdutoras de sinal (SMAD) das classes 2 e 3 (classes reguladas por receptores). Essas, por sua vez,
formam um segundo complexo com a SMAD classe 4 (classe de proteinas co-mediadoras), que se transloca
para o nucleo e se liga a regides especificas do DNA, ativando ou reprimindo a transcri¢cdo dos genes alvos
(modificado de ARJAANS et al., 2012).
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Figura 11. Principais efeitos do TGF-B nas células do sistema imune. A maioria das acGes tem carater anti-
inflamatorio. Em vermelho, estdo destacadas as agdes pro-inflamatérias (adaptado de AKHURST; HATA,
2012).

1.2.6 Hipdxia

Hipoxia é o termo utilizado para se referir a condicdo de baixa concentracdo de
oxigénio em determinado local ou tecido do corpo, isto é, em areas isquémicas. Na DF,
este processo € consequéncia do quadro inflamatorio e da hipoxemia caracteristica da
doenca, a qual gera uma situacdo de baixa pressdo parcial do oxigénio no sangue arterial e
diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio, devido a anemia crénica (CABOOT;
ALLEN, 2014; IAMPIETRO; GIOVANNETTI; TARAZI, 2014).

Em baixas tensBes de oxigénio, a Hb S sofre polimerizacdo, levando a falcizagédo
dos eritrcitos e danos na membrana celular, que ocasionam hemolise e prejudicam a
passagem do sangue pela microvasculatura, resultando em vaso-oclusdo e isquemia de
tecidos ou Grgdos. Apo6s a isquemia, o retorno da reperfusdo é altamente estressante, pois
com a restauragdo do fluxo sanguineo e da oxigenag&o, ha efeitos adversos como a indugéo
do estresse oxidativo, adesdo vascular, ativacdo da coagulacdo e ativacdo da cascata
inflamatéria  (SUN; XIA, 2013; CABOOT; ALLEN, 2014; IAMPIETRO;
GIOVANNETTI; TARAZI, 2014). Dessa forma, entende-se que a inflamagéo e a hipoxia
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séo eventos intimamente relacionados, podendo atuar de maneira conjunta na determinacgao
fenotipica da DF. A hipdxia tecidual na DF é um processo complexo, persistente e
intermitente, sendo reconhecida como um marcador e preditor de crises algicas e vaso-
oclusivas, STA e hipertensdo pulmonar (CABOOT; ALLEN, 2014).

1.2.6.1 Fator alfa induzivel por hipoxia (HIF-/a)

O HIF-1 é membro de uma familia de fatores de transcricdo que controlam uma
variedade de processos fisiologicos e desempenham papel critico na homeostase do
oxigénio. Trata-se de uma proteina heterodimérica composta por duas subunidades: HIF-
lo e HIF-1PB. As duas subunidades juntas ativam a transcricdo de genes envolvidos na
proliferacdo e sobrevivéncia celular, na inflamagdo e, principalmente, na angiogénese,
incluindo o gene da eritropoietina (EPO) e o gene do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (ZEPEDA et al., 2013; ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

A subunidade B ¢ constitutiva, enquanto a subunidade a ¢ sensitiva ao oxigénio. Em
condi¢des de normoxia, 0 HIF-1a é rapidamente degradado por hidroxilagdo a residuos de
prolina, ao passo que, sob condi¢des de hipoxia, a hidroxilacdo € inibida, promovendo o
acumulo e dimerizagcdo do HIF-1a com a subunidade B e ativando a transcri¢cdo de seus
genes alvos (Figura 12). Sendo assim, o HIF-1a pode ser considerado um potencial
marcador enddgeno de hipdxia (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

O HIF1A tem seu locus génico em 14g21-24, e polimorfismos genéticos podem
regular a expressao, estrutura e estabilidade do mRNA e/ou da proteina HIF-1a (PRIOR et
al., 2003). Os SNPs 1772C/T (rs11549465) e 1790G/A (rs11549467), no dominio de
degradacdo do gene HIF1A, no éxon 12, estdo relacionados ao aumento da atividade
transcricional do gene tanto em hipOxia quanto em normoxia, além de aumento da
angiogénese, devido a ativacdo da transcricdo do VEGF (TANIMOTO et al., 2003;
BAHADORI et al., 2010). Na DF, ainda ndo existem estudos acerca de polimorfismos
nesse gene.

Considerando o papel desempenhado pelo HIF-10 na homeostase do oxigénio e seu
envolvimento com a resposta inflamatdria, acreditamos que exista relacdo entre esse fator e
a fisiopatologia da DF, uma vez que ela é caracterizada por condicdo de hipoxemia e

inflamagé&o cronica.
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Figura 12. Regulagdo do HIF em normodxia e hipdxia. Durante a normoxia, enzimas prolil hidroxilases
(PHDs) e fatores de inibicdo de HIF (FIH) utilizam o oxigénio molecular como um cofator para a
hidroxilagdo da subunidade HIF-10 em residuos de prolina e asparagina, respectivamente. A hidroxilacéo dos
residuos de prolina dentro do dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD) do HIF-1a medeia a
ligacdo do supressor tumoral Von Hippel-Lindau (VHL) e promove a degrada¢do do HIF-1a pelo sistema
ubiquitina-proteossoma. Em hipdxia, quando os niveis de oxigénio estdo diminuidos, PHDs e FIH sdo
inibidas e ndo ocorre a degradacdo do HIF-1a, que pode, entdo, formar dimeros com a subunidade HIF-1f e
se translocar para o ndcleo. Sua ligacdo a elementos responsivos a hipoxia (HRE) nos promotores e
acentuadores dos gene alvos permite a regulagdo da transcricdo génica (modificado de ORTMANN;
DRUKER; ROCHA, 2014).

1.2.7 Angiogénese

Durante o desenvolvimento embrionario, 0s primeiros vasos sanguineos se
originam a partir de células progenitoras vasculares, em um processo denominado
vasculogénese. Posteriormente, a expansdo da vascularizacdo, por todo o organismo,
ocorre pela associacdo desse processo ao fendmeno de angiogénese, que corresponde ao
mecanismo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos vasos pré-existentes
(MUNOZ-CHAPULL, 2011).

Em adultos, a maioria das células endoteliais esta em estado quiescente e a

atividade vascular € estavel. Porém, a angiogénese no individuo adulto é um importante



1. INTRODUGAO 50

mecanismo de reparacdo e remodelagem tecidual. A inflamagdo e a hipoxia tecidual sdo os
principais desencadeadores da resposta angiogénica, por meio, principalmente, da ativacdo
transcricional do VEGF. Quando células endoteliais quiescentes se tornam ativadas, ocorre
alteracdo do seu equilibrio proteolitico, culminando na degradacdo da membrana basal,
com posterior proliferacdo e migracdo das células para outros locais. Ocorre, entdo, a
secrecdo de uma nova lamina basal, o recrutamento de células perivasculares e a
reorganizacéo tecidual para formagdo de um vaso novo e funcional (MUNOZ-CHAPULL,
2011).

1.2.7.1 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF é um dos principais reguladores da angiogénese e seus niveis sdo
controlados por condicdes especificas, como hipdxia e inflamacdo (Figura 13). Atua,
também, como agente quimiotético e como indutor da permeabilidade vascular. O VEGF
integra uma familia génica composta por sete membros (VEGFA-F e fator de crescimento
placentario), localizada na regido cromossdmica 6p12. Desses, 0 VEGFA é o que apresenta
0 maior papel promotor da proliferagéo e diferenciagéo de células envolvidas na formagéo
de novos vasos sanguineos, tanto nos estagios iniciais do desenvolvimento, quanto na
restauracdo do fluxo sanguineo em &reas e tecidos isquémicos. Ele é capaz de diminuir a
senescéncia e restaurar a capacidade proliferativa das células endoteliais, aumentando a
expectativa de vida e prevenindo a apoptose dessas células (BAO et al., 2009; TAIMEH et
al., 2013; DEHGHANIAN; HOJATI; KAY, 2014).

O VEGFA ¢é produzido, principalmente, por células endoteliais, fibroblastos,
plaquetas, neutrofilos e macréfagos, e as suas acdes bioldgicas sdo mediadas pela ligacdo a
dois receptores principais de alta afinidade, localizados na superficie endotelial dos vasos
sanguineos: 0 VEGFR1 e o0 VEGFR2. As principais fun¢fes angiogénicas, como controle
da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, proliferagéo, migragéo e sobrevivéncia celular e
apoptose estdo relacionadas a ligagdo ao VEGFR2. Contudo, 0 VEGFA também apresenta
alta afinidade pelo receptor VEGFR1, que estd associado a organizacdo das células
endoteliais nos vasos funcionais e a inducdo da migracgdo de células progenitoras (BAO et
al., 2009; TAIMEH et al., 2013; DEHGHANIAN; HOJATI; KAY, 2014).

Um estado pré-angiogénico pode estar associado & DF. Como visto anteriormente,

a DF apresenta alteracfes celulares que levam a hemolise intravascular e vaso-oclusdo
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recorrente, associadas a inflamacg&o vascular e ativacdo endotelial. H& relatos na literatura
da producdo alterada de VEGF em complicacdes clinicas da DF, devido ao aumento
significante dos niveis plasmaticos de VEGF durante crises vaso-oclusivas e processos
inflamatorios. Alguns aspectos clinicos parecem estar envolvidos com a angiogénese,
como retinopatia proliferativa, hipertensdo pulmonar e Ulcera de membros inferiores
(HEBBEL; VERCELLOTTI; NATH, 2009).

Polimorfismos nos genes da familia possivelmente estdo relacionados as variacfes
individuais na producdo da proteina VEGF. Dentre os SNPs ja descritos, destaca-se o
polimorfismo -2578C/A (rs699947) no gene VEGFA, que esta associado a baixas
concentragOes do fator, acarretando em menor capacidade para neoformacdo de vasos
(FERRARA et al., 2003; SAMLI et al., 2012).
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Figura 13. A expressdo de VEGF € induzida pela hipéxia. Em condi¢Bes de normoxia (A), a subunidade
HIF-1a sofre degradagdo proteossomal. Em hipdxia (B), porém, essa degradagdo proteossomal é inibida, e a
subunidade HIF-1o se dimeriza com a subunidade HIF-1p, se translocando para o nicleo e promovendo a
transcrigdo génica do VEGF. Uma vez expresso, o VEGF estimula a angiogénese. PHD: enzimas prolil
hidroxilases. pVHL.: fator Von Hippel-Lindau. UB: ubiquitina (modificado de RAHIMI, 2012).
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Com o exposto, observa-se que a inflamacgdo, hipoxia e angiogénese sdo eventos
intimamente relacionados com o desenvolvimento clinico da DF. Acredita-se que esses
mecanismos possam se comportar de maneira diferente entre os portadores da doenca,
devido, tanto a caracteristicas intrinsecas da DF, como os genétipos herdados para as
hemoglobinas, quanto a heranca de SNPs, capazes de conferir expressdo diferencial de
proteinas especificas (Figura 14).

Estudos de associacdo de genomas amplos (GWAS) mostram que aspectos
genéticos individuais desempenham influéncia no perfil clinico de pacientes com DF e
poderiam explicar, em parte, as manifestacbes fenotipicas tdo diversificadas. Os
polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -509C/T (TGFBL1),
1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A (VEGFA) podem influenciar na
producéo das respectivas proteinas, sendo possiveis candidatos de interferéncia no fenotipo
dos portadores da DF. Polimorfismos no gene da ANXA1 foram pouco estudados e ainda
ndo h& SNPs relacionados & producéo de anexina.

Assim, o estudo da inflamacdo, hipoxia e angiogénese na DF, levando em
consideracdo a variedade de genotipos da doenca e a heranca de polimorfismos, pode
auxiliar no entendimento da sua grande diversidade fenotipica. Justifica-se, ainda, que a
maioria dos trabalhos na literatura a respeito da DF € realizada em grupos de individuos
homozigotos para a Hb S e pouco se conhece sobre os demais gendtipos. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar o comportamento desses processos nos diferentes
gendtipos da DF em uma populacdo multiétnica, como a brasileira.

A partir de levantamentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em trabalhos
anteriores, foi observada maior ocorréncia de STA em pacientes com Hb SS e de
retinopatia, principalmente em portadores de Hb SC (dados néo publicados). Dessa forma,
visando o maior entendimento da fisiopatologia da doenca e prevaléncia dessas condi¢cdes
em genotipos especificos, também foi proposta a verificagdo dos niveis dos marcadores

avaliados nessas situagdes clinicas e a influéncia de polimorfismos nessas condi¢oes.
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Figura 14. Hipotese para a relacdo existente entre as vias de inflamagdo, hipoxia e angiogénese na DF. Com
a polimerizacdo da hemoglobina S (Hb S) e a consequente falcizagdo dos eritrdcitos, ocorrem a hemélise e a
vaso-oclusao, gerando uma condicdo de inflamacédo e hipdxia. A inflamagao é estimulada por citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1pB, IL-8 e TNF-q, ¢ controlada por proteinas anti-inflamatérias, como o TGF-B1 e a
ANXAL. A hip6xia, por sua vez, promove a ativagdo de HIF-1o, um fator de transcrigdo cuja principal agdo é
o estimulo transcricional de VEGF. A acdo do VEGF favorece a angiogénese, e a reoxigenacdo promovida
por essa neovascularizacdo pode contribuir para o controle da hipéxia e da inflamagdo. Influenciando na
expressdo das proteinas relacionadas as vias de inflamagéo, hipoxia e angiogénese, tém-se os polimorfismos
genéticos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -509C/T (TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A
(HIF1A) e -2578C/A (VEGFA). Para a ANXAL, ndo ha relatos de SNPs em seu gene influenciando nos
niveis basais da proteina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o comportamento de proteinas envolvidas nas vias de inflamac&o, hipoxia
e angiogénese nos genotipos Hb SS, Hb SB-tal, Hb SC e Hb SD da doenca falciforme
(DF).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o perfil hemolitico nos gendtipos Hb SS, Hb SD, Hb SB-tal e Hb SC da DF;

2. Rastrear os polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -
509C/T (TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A (VEGFA), em

pacientes com DF e em grupo controle sem hemoglobinopatias;

3. Avaliar os niveis plasmaticos de IL-1p, IL-8, TNF-a, ANXA1, TGF-B1, HIF-1a e
VEGF na DF e no grupo controle;

4. Avaliar a influéncia dos polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A
(TNFA), -509C/T (TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A
(VEGFA) nos niveis plasmaticos das respectivas proteinas codificadas por esses
genes, nos grupos controle e com DF.

5. Verificar a relacdo entre os niveis plasmaticos dos marcadores de inflamacéo,

hipdxia e angiogénese, nos grupos controle e com DF.

6. Awvaliar a frequéncia dos polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A
(TNFA), -509C/T (TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A
(VEGFA) e os niveis plasmaticos dos marcadores IL-1pB, IL-8, TNF-a, ANXAI,
TGF-B1, HIF-1a e VEGF, nos pacientes com DF, na presenca e auséncia de STA e
retinopatia proliferativa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Amostras de sangue periférico de pessoas com DF foram coletadas em tubos
contendo éacido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 5%. Os pacientes, adultos, dos
sexos masculino e feminino, foram provenientes do Hemocentro do Rio de Janeiro
(Hemorio) — Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcante, local em
que fazem acompanhamento. Individuos voluntarios, adultos, de ambos 0s sexos e com
perfil normal de hemoglobinas, provenientes do estado de S&o Paulo, fizeram parte do
grupo controle. Os dados sobre manifestacdo fenotipica e medicacdo em uso de cada
paciente foram obtidos por consulta aos prontudrios e acesso ao banco de dados do
hemocentro, sempre com autorizacdo e acompanhamento dos clinicos responsaveis.

Para minimizar a influéncia dos tratamentos no fendtipo da DF e nos niveis

plasmaticos dos marcadores a serem quantificados, critérios de exclusdo foram adotados:

e Idade: o perfil hemoglobinico humano esta completamente estabelecido a partir dos
10 anos de idade, por esse motivo, foram excluidos do estudo aqueles pacientes com
idade inferior a 10 anos (GREER et al., 2014).

e Regime transfusional: Considerando que a realizacdo de transfusdes sanguineas afeta
0s parametros biogquimicos e hematoldgicos dos pacientes com DF, foi necessario
compor 0s grupos de estudo com individuos que nao tivessem recebido transfusdo nos
60 dias anteriores & data de coleta das amostras. Como medida de controle, foi
utilizada a concentracio de Hb A, selecionando-se apenas individuos com
concentragdes inferiores a 10,0% (BALLAS, 2012). No grupo Hb Sp-tal, isto nao foi
possivel, pois grande parte dos pacientes com esse genotipo segue em regime
transfusional. Além disso, em pacientes com Hb SB-tal, cuja mutagdo de B-talassemia
confere o fendtipo B*, ainda ha a producdo de cadeias B* normais e,
consequentemente, de Hb A. Assim, foram mantidos nesse grupo de estudo individuos
com diferentes valores de Hb A (>10% e <10%), os quais foram analisados
separadamente quanto a possivel influéncia nos parametros avaliados neste projeto.

Naqueles pardmetros em que ndo houve diferenca estatistica em funcdo da
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concentracdo de Hb A, todos os individuos com Hb Sp-tal foram unidos para

comparagdo com os demais gendtipos da DF.

e Medicacdo: A fim de minimizar a possivel influéncia da medicacdo nos marcadores
avaliados no presente trabalho, optou-se por evitar a inclusdo de pacientes em uso de
hidroxiureia, ha pelo menos seis meses da data de coleta, e de anti-inflamatorios, ha
menos de trés semanas (BALLAS, 2012).

Dessa forma, foi possivel compor um grupo de estudo com 320 individuos,
divididos em cinco subgrupos estabelecidos de acordo com os genétipos: Hb SS, Hb SC,
Hb Sp-tal, Hb SD e Hb AA (controle).

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

O Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematol6gicas (LHGDH)
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP de Sdo José do Rio Preto,
local de realizacdo da pesquisa, possui convénio de colaboracdo didatico-cientifica com o
Hemorio, formalizado pelo processo de nimero 000054/33/01/2012 (anexo A). O presente
projeto também tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNESP, sob
CAAE nimero 08813112.7.3001.5267 (antigo 08813112.7.0000.5466) (anexo B).

Os sujeitos da pesquisa estiveram expostos a um risco considerado minimo,
caracterizado pela possibilidade de hematoma no local da puncéo. Todas as informacoes
fornecidas e os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram e serdo mantidos em
sigilo, por meio de codificagdes que impedem a identificacdo dos sujeitos da pesquisa. O
conjunto de dados sera utilizado para divulgacdo em reunides e revistas cientificas. A
obtencdo do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) se deu pela pesquisadora
responsavel ou por equipe de coleta do Hemorio, devidamente treinada para essa

finalidade.
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3.3 COLETA DE INFORMACOES PARA CARACTERIZACAO DOS GRUPOS
E INFERENCIA DE GRAVIDADE HEMOLITICA E FENOTIPICA

Com a finalidade de caracterizar os grupos de estudo e auxiliar na interpretacéo dos
resultados obtidos, optamos por realizar o levantamento de informagdes sobre parametros
hematoldgicos, bioguimicos e clinicos dos individuos com DF, referentes a data de coleta
da amostra de sangue, além de determinar a gravidade hemolitica dos diferentes genétipos.

Em relacdo aos indices hematoldgicos, foram levantadas, junto aos prontuarios e
banco de dados do Hemorio, as seguintes informacdes: quantidade de glébulos vermelhos
(M/uL), hemoglobina (g/dL), hematdcerito (%), reticuldcito absoluto (K/uL), reticuldcito
relativo (%), volume corpuscular médio (VCM; fL), hemoglobina corpuscular média
(HCM; pg), concentracdo de hemoglobina corpuscular meédia (CHCM; g/dL),
quantificacdo de globulos brancos (K/uL) e plaquetas (K/uL). Tais informagdes sdo
importantes parametros para caracterizar o grau de anemia e a consequente alteracdo na
eritropoiese, assim como a existéncia de leucocitose, refletindo o constante processo
inflamatorio dos pacientes.

Para os dados bioquimicos, foram consideradas as dosagens de lactato
desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), em U/L, e a concentracdo de bilirrubina total, direta (conjugada) e indireta (néo-
conjugada) (BT, BD e BI, respectivamente), em mm/dL, que sdo parametros de avaliacéo e
monitoramento de hemolise e dano hepatico.

Os parametros hematoldgicos foram avaliados quanto a diferenciacdo em citometria
de fluxo e pela dosagem por espectrofotdbmetro (Cell-Dyn Ruby); os dados bioguimicos
foram mensurados pelo método 2,4 — dichlorophenyl diazonio (Beckman coulter AV680).
Ambos foram realizados por equipe do Hemorio.

Para avaliacdo fenotipica, conforme proposto, buscaram-se informagfes sobre a
ocorréncia de STA em algum momento da vida do individuo, até a data de coleta da
amostra, e, também, da presenca de retinopatia proliferativa, que foram as duas
manifestacdes avaliadas quanto a possivel correlacdo com os marcadores bioquimicos e

geneticos propostos.
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3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Cada amostra de sangue total coletada foi separada em duas aliquotas, uma
destinada a genotipagem do perfil de hemoglobinas e analise dos polimorfismos, e outra
que foi centrifugada para obtencdo do plasma e armazenada a -20°C para posterior

quantificacdo dos marcadores.

3.4.1 Genotipagem das amostras

As amostras passaram por testes laboratoriais classicos, para analise do perfil de
hemoglobinas, e moleculares, para identificacdo do gendtipo. Os testes classicos de
diagnostico, para direcionamento das analises moleculares, incluem as metodologias

descritas a seguir, cujos protocolos detalhados encontram-se no APENDICE A.

3.4.1.1 Analise da morfologia eritrocitaria

Andlise de esfregaco sanguineo no microscopio de luz, com objetiva de 40x, para
avaliar o tamanho e forma dos eritrécitos, e quantidade de hemoglobina no interior das

células.

3.4.1.2 Avaliagdo da resisténcia dos eritrdcitos a hemdlise

Teste realizado em solucdo de NaCl 0,36%. Eritrocitos normais sofrem hemolise
em solucdo salina nessa concentracdo, enquanto eritrcitos microciticos tendem a ser mais
resistentes. Resultados positivos (resisténcia aumentada a hemolise) sdo encontrados,
principalmente, em casos de beta-talassemia heterozigota ou em casos em que ha presenga
de Hb C.

3.4.1.3 Analise do padrdo de migracdo das hemoglobinas em eletroforese em pH

alcalino

Hemolisados de sangue total com saponina sdo submetidos a eletroforese em

Tampéo TRIS/EDTA/Borato pH 8,6 em fitas de acetato de celulose. Com essa técnica é
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possivel identificar e quantificar as hemoglobinas normais e grande parte das anormais,

com mobilidades eletroforéticas diferentes da Hb A.

3.4.1.4 Analise do padrdo de migracéo das hemoglobinas em eletroforese em pH acido

Eletroforese de hemoglobinas realizada em gel de agar-fosfato, pH 6,2, que permite
diferenciar alguns tipos de hemoglobinas que migram em posi¢cGes semelhantes na

eletroforese em pH alcalino.

3.4.1.5 Quantificacdo das fracdes de hemoglobinas por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC)

O equipamento VARIANT (BIO-RAD), com Kit de analise Beta Talassemia
Heterozigota, foi utilizado para as quantificacdes. A técnica consiste na cromatografia de
troca i6nica em um sistema fechado, no qual as mudancas na absorbancia sdéo monitoradas
e exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo. O tempo transcorrido
entre a injecdo da amostra até o &pice do pico da hemoglobina é o chamado tempo de
retencdo. Cada hemoglobina tem um tempo de retencdo caracteristico. No final da anélise
da amostra, uma copia do cromatograma e os dados do relatorio sdo automaticamente
impressos, com o perfil de hemoglobinas, o valor percentual e o tempo de retencdo de cada

fracdo.

De acordo com o perfil de hemoglobinas apresentado nos testes supracitados, as
amostras foram direcionadas para as analises moleculares para confirmacéo e identificacdo
dos gendtipos. As metodologias moleculares utilizadas estdo descritas a seguir e seus

protocolos detalhados podem ser encontrados no APENDICE B.

3.4.1.6 Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido dos leucdcitos do sangue periférico, segundo a
técnica de extracdo por fenol-cloroférmio e precipitacdo por etanol, para aplicacdo de
métodos de biologia molecular. Nesse procedimento, as proteinas contaminantes sofrem

desnaturacdo e sdo mantidas na fase orgéanica ou na interface entre as fases organica e



3. MATERIAL E METODOS 62

aquosa, enquanto os &cidos nucleicos permanecem na fase aquosa. A adicdo de etanol faz
com que os sais e outros solutos, como os residuos da extragdo com fenol/cloroférmio,
permanecam em solucdo, enquanto os acidos nucleicos precipitam-se e podem ser
separados facilmente por centrifugacdo. O DNA obtido desse processo de extracdo €
adequado para aplicacdo em métodos de biologia molecular, como a amplificagdo por
PCR.

3.4.1.7 PCR-RFLP para identificacdo de Hb S, Hb Ce Hb D

A deteccdo das mutacOes foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
seguida da analise dos fragmentos de restricdo, em técnica denominada PCR-RFLP. Os
seguimentos iniciadores utilizados para as amplificagdes, bem como as enzimas de

restricdo e os fragmentos gerados encontram-se sumarizados no Quadro 1.

3.4.1.8 PCR-AE para identificacdo de beta-talassemia

Foi realizada a deteccdo direta dos alelos normais e mutantes por PCR alelo-
especifico (PCR-AE). Foram analisadas quatro mutacfes, que, segundo a literatura,

correspondem as mais frequentes na populacdo (GALANELLO; ORIGA, 2010). S&o elas:

e CD39 (HBB:c.118C>T; rs11549407);

e |VS-I-1 (HBB:c.92+G>T; rs33971440);

e |VS-1-6 (HBB:c.92+6T>C; rs35724775);

e [|VS-1-110 (HBB:c.93-21G>A, rs35004220).

Nessa técnica foram utilizados um par de oligonucleotideos iniciadores para
controle interno da reacdo e outro par para a amplificacdo especifica (ha presenca e na
auséncia da mutacdo). Os oligonucleotideos utilizados e as sequéncias amplificadas

encontram-se sumarizados no Quadro 2.
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Quadro 1. Oligonucleotideos iniciadores, enzimas e padréo de restricdo observados nas analises moleculares por PCR-RFLP para identificacdo das mutacfes de Hb S, Hb C e
Hb D.

Segmento
amplificado

Fragmentos gerados para

Mutacéo Primers
cada alelo

Enzima de restricéo

Hb S A: 201 pb, 88 pb, 87 pb e 6 pb
Ddel (5’-C{ TNAG-3")
(RIS AR P 277: 5°-GGCAGAGCCATCTATTGCTTA-3’ . T: 288 pb, 88 pb e 6 pb
Hb C P 278: 5’-ACCTTAGGGTTGCCCATAAC-3’ P G: 278 pb e 104 pb
BseRI (5’-GAGGAG(N)10/BL-3’)
(HBB:c.19G>A) A: 382 pb
Hb D CD1: 5’-TGCCTCTTTGCACCATTCTA-3’ G: 296 pb e 268 pb
564 pb EcoRI (5’-G|AATTC-3")
(HBB:c364G>C) CD2: 5’-GA CTCCCACATTCCCTTTT-3’ C: 564 pb

pb: pares de base. N: A, T, C ou G.

Quadro 2.0ligonucleotideos iniciadores e fragmentos amplificados observados nas analises moleculares por PCR-AE para identificacdo das mutagdes de beta talassemia
CD39, IVS-I-1, IVS-I-6 e IVS-1-110.

Segmento
amplificado

Segmento

Mutagéo Primers controle o
amplificado

Primers especificos

CD39 PS39W: 5°-GACTCAAAGAACCTCTG-3’
(HBB:c.1180C>T) PS39M: 5’-GACTCAAAGAACCTCTA-3’ 439 pb
IVS-1-1 IVSIIW: 5’-GTGACCTTGATACCAAC- 268 pb
(GEEERXZASle gl BSa: 5°-GGCTGTCATCACTTAGACCTCA-3’ 3’ IVSIIM: 5’-GTGACCTTGATACCAAA-3’
IVS-1-6 B5b: 5’-~AGAAGGGGAAAGAAAACATCAA-3’ 639pb IVSI6W: 5’-GTCTTGTAACCTTGATA-3’ —
(HBB:c92+6T>C) IVSI6M: 5°-GTCTTGTAACCTTGATG-3’
IVS-1-110 TB110W: 5’-GGGTGGGAAAATAGACC-3’ -
(HBB:c93-21G>A) TB110M: 5’- GGGTGGGAAAATAGACT-3’

pb: pares de base. W (alelo selvagem); M (alelo mutante).
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3.4.2 Separacdo dos grupos de estudo

De um universo de 1254 amostras de sangue de pessoas com DF, individuos com
perfil compativel com Hb SS, Hb SC e Hb SD tiveram seus genotipos confirmados por
Biologia Molecular. Amostras com perfil compativel com Hb SB-tal foram submetidas a
anélise das mutac6es mais frequentes na regido sudeste (CD39, IVS-I-6, IVS-1-110 e IVS-
I-1). Dessas, 70% tiveram seu diagnostico concluido, enquanto 30% nao apresentaram
nenhuma das quatro mutagOes avaliadas. Duas amostras apresentaram a Hb S associada a
variantes desconhecidas. A Figura 15 ilustra a distribuicdo das amostras quanto aos
genotipos para a DF.

74; 6% 2 0%
\ 19; 2%

165; 13%

\ m HbSS
\ m HpbSC
HbSD

994; 79% ® HbSp-tal

m Qutros

Figura 15. Distribuicdo genotipica (ndmero de individuos; porcentagem) das amostras de pessoas com DF,
do total de 1254 amostras avaliadas.

A partir desse universo amostral, as amostras foram selecionadas para comporem o
grupo de estudo, de acordo com os genotipos e critérios de exclusao adotados, conforme
citados no tdpico 3.1 do presente trabalho.

Utilizando-se de tais critérios, foi possivel compor um estudo com 81 individuos
com perfil normal de hemoglobinas, fazendo parte do grupo controle, e 239 pacientes com
DF, sendo 107 (44,8%) Hb SS, 83 (34,7%) Hb SC, 35 (14,6%) Hb SB-tal e 14 (5,9%) Hb
SD. Das 35 amostras Hb SB-tal, cinco (14,3%) tém o genoétipo heterozigoto para IVS-I-
110, cinco (14,3%) o gendtipo heterozigoto para CD39 e cinco (14,3%) séo heterozigotas
para IVS-1-6. As 20 (57,1%) amostras restantes ndo apresentaram nenhuma das mutacoes

de beta-talassemia investigadas (Figura 16).



3. MATERIAL E METODOS 65

® HbSS

m HbSC

107; 45% m HbSp-tal (CD39)

®m HbSp-tal (1VS-1-6)

m HbSp-tal (1VS-1-110)
= HbSp-tal (outras)

® HbSD

Figura 16. Distribuicao genotipica (nimero de individuos; porcentagem) da DF nos individuos selecionados
para o grupo de estudo.

Dados sobre o perfil hemoglobinico dos individuos, que foram obtidos durante os
testes classicos de triagem para confirmacdo do diagndéstico, bem como informacdes sobre
idade e sexo, encontram-se dispostos na Tabela 1. O grupo Hb Sp-tal foi separado de
acordo com as concentragfes de Hb A, que podem interferir nos pardmetros de hemolise,
quando superiores a 10%. Os indices hematoldgicos e bioquimicos dos grupos de estudo
com DF, obtidos a partir de consulta aos prontuarios médicos, encontram-se dispostos na
Tabela 2. O gendtipo Hb SB-tal ndo diferiu significantemente em tais parametros, em
funcéo da concentracdo de Hb A, por esse motivo, sdo mostrado juntos na descri¢do dos
dados.
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Tabela 1. Caracterizacdo das amostras incluidas nos grupos de estudo, bem como as concentracfes médias
das fracGes de hemoglobina presentes em cada genotipo.

Grupos de estudo

Parametro  Hp ss HbSD HbSp-tal Hb Sp-tal*

(n=107) (n=14) (n=17) (n=18)

Idade [anos; mediana (minimo-méaximo)]

20 (10-64) 26 (10-43) 20 (10-54) 31 (10-59) 23 (10-75) 26 (18-62)

Sexo [N (%)]
Feminino 68 (63,5) 6 (42,8) 10 (58,8) 10 (55,6) 40 (48,2) 25 (30,9)
Masculino 39 (36,5) 8 (57,2) 7(41,2) 8 (44,4) 43 (51,8) 56 (69,1)

Perfil de Hb (%; média + desvio padréo)

Hb A (%) --- 305+16,7  -----m---- 86,7 +1,1

Hb A, (%) 3811 28+03 65+17 53+11 54+71  3,020,3
HoF (%) 7,1+49 53+31 99+56 23+22 1414 03104
HbS (%) 85699 446+26 799+47 57,6+189 477+13 oo

HbD (%)  ----memmm 5= My B

Hb C (%) VIR K I—

Valores de hemoglobina obtidos a partir da técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Hb
Sp-tal*: pacientes com Hb A > 10%.



3. MATERIAL E METODOS 67

Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo) dos indices hematoldgicos e bioquimicos obtidos do hemograma
dos pacientes com DF.

Genotipos dos portadores da DF

Parémetros
Hb SD Hb Sp-tal

Globulos vermelhos (M/uL) 2,605 25205 3611 3,8+£1.2
Hemaoglobina (g/dL) 80+11 8,3+14 99+20 118+1,5
Hematdcrito (%) 22,5+3,3 23,2+45 29,1+57 343+47
Reticulécitos (K/pL) 267,0 £83,1 167,6 + 44,9 1753+ 71,0 140,9 + 60,8
Reticuldcitos (%) 10,6 £3,7 6,7+1,6 50+£26 35+17
VCM (fL) 88,5+9,1 91,7+6,8 723+79 80,4 £6,3
HCM (pg) 312+37 32,7+17 24,0+24 275+25
CHCM (g/dL) 353+1,2 357+1,5 335+1,1 342+1,1
Globulos brancos (K/uL) 108+2,8 8528 8,1+3,6 78+2,6
Plaquetas (K/uL) 427,3+1410 311,4+£855 337,1+164,4 25431225
LDH (U/L) 1113,0 £423,8 1459,0 £474,2 685,4 +273,7 4446 +£124,8
AST (U/L) 57,1+19,9 62,6 £ 16,4 46,6 + 16,0 32,0+£11,3
ALT (U/L) 236122 23,4 +13.3 29,8+17,6 184+9,6
BD (mm/dL) 0,7+0,3 0,6 £0, 0,5+0,2 04+0,1
Bl (mm/dL) 31+£20 23+12 18+14 1,0+£0,6
BT (mm/dL) 38+17 30+11 1,9+12 1,5+0,8

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de
hemoglobina corpuscular média; LDH: Lactato desidrogenase; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanina aminotransferase; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; BT: bilirrubina total. M/uL: milhGes
por microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: fentolitros; pg: picogramas; K/uL: mil por microlitros; U/L:
unidades por litro; mm/dL: miligramas por decilitros. Valores de referéncia: Glébulos vermelhos (4,0-5,9
M/uL); Hemoglobina (12,0-17,5 g/dL); Hematdcrito (36-53%); Reticuldcito absoluto (< 150 K/pL);
Reticulécito relativo (1,0-2,6%); VCM (80-100 fL); HCM (26-34 pg); CHCM (31-37 g/dL); Glébulos
brancos (5,0-10,0 K/uL); Plaquetas (140-400 K/uL). LDH (< 480 U/L); AST (< 31 U/L); ALT (<31 U/L);
BD (0,2 mg/dL); BI (< 0,7 mg/dL); BT (< 1,2 mg/dL).
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3.4.3 Analise dos polimorfismos

Apols a genotipagem para a DF, as amostras foram submetidas a andlises
moleculares para rastreamento dos polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -
308G/A (TNFA), -509C/T (TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A
(VEGFA). A técnica utilizada foi a PCR-RFLP, e os oligonucleotideos iniciadores, bem
como as enzimas de restricdo e os fragmentos gerados para essas reacdes encontram-se
sumarizados no Quadro 3. Os protocolos de rastreamento dos polimorfismos estdo
detalhados no APENDICE C.
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Quadro 3. Oligonucleotideos iniciadores, enzimas e padrdo de restricdo observados nas analises moleculares por PCR-RFLP, para identificacdo dos polimorfismos
avaliados no estudo.

Segmento
amplificado

Fragmentos gerados

Mutacao Primers Enzima de restricéo

para cada alelo

IL1B1: 5>-AAGAGGCAAAGGAGGGTGTT-3’ C:438pbe60pb
-511C/T(IL1B) 498 pb Aval (5’-C|YCGRG-3")
IL1B2: 5>-GCCCTCCCTGTCTGTATTGA - 3’ T: 498 pb
IL81: 5>-TTGGCTGGCTTATCTTCACC-3’ A: 168 pb e 298 pb
-251A/T (IL8) 446 pb Mfel (5>-C|{AATTG-3")
IL82: 5>-GAAGCTTGTGTGCTCTGCTG-3’ T: 446 pb
TNFAL: 5>-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ G:97pbe20pb
-308G/A (TNFA) 117 pb Ncol (5’-C|CATGG-3")
TNFA2: 5’-ACACTCCCCATCCTCCCGGCT-3’ A: 117 pb
TGFBI1: 5’-CCGCTTCTGTCCTTTCTAGG-3’ C: 223 pb e 183 pb
-509C/T (TGFBl) 406 pb Bsu36I (5’-CC|TNAGG-3")
TGFB2: 5’ - AAAGCGGGTGATCCAGATG - 3’ T: 406 pb
C: 124 pbh, 139 pb e 83 pb
1772C/T (HIF1A) Tsp45I (5°- | GTSAC-3)
HIF1A1: 5°-AAGGTGTGGCCATTGTAAAACTC-3’ 346 ob T:263 pb e 83 pb
HIF1A2: 5’-GCACTAGTAGTTTCTTTATGTATG-3’ P ) G: 149 pb e 197 pb
1790G/A (HIFlA) Acil (5’-C|CGC-3")
A: 346 pb
VEGFAL: 5’-GGATGGGGCTGACTAGGTAAGC-3’ C: 324 pb
-2578C/A (VEGFA) 324 pb BgllI (5’-A|GATCT-3)
VEGFA2: 5>-AAGCCCCTTTTCCTCCAAC-3’ A: 202 pb e 122 pb

pb: pares de base. N: A, T,CouG; R: AouG;S:CouG;Y:CouT.
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3.4.4 Quantificagdo dos niveis plasmaticos das proteinas

Aliquotas de plasma foram obtidas a partir da centrifugacdo do sangue total a 1500
rpm durante 10 minutos e estocadas a -20°C. As analises foram realizadas por imunoensaio
multiplex em LUMINEX xMAP MAGPIX (Corporacao Millipore, Billerica, MA, EUA)
para quantificacdo dos analitos TNF-a, IL-1p, IL-8, TGF-p ¢ VEGF. A quantifica¢dao de
HIF-la e ANXA-1 foram realizadas por imunoensaio ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), seguindo as instrugdes do fabricante. As avaliagdes foram
efetuadas no Laboratorio de Imunomorfologia, da UNESP.

As quantificacdes foram realizadas em nimero amostral menor, em relagdo ao total
analisado quanto aos indices hemoliticos e polimorfismos, isto porque algumas amostras
obtidas foram insuficientes para a realizacdo de todos os testes ou sofreram degradacgéo no
decorrer do tempo entre a coleta e a analise. Os nimeros amostrais dos grupos, para as
quantifica¢des plasmaticas, foram: 55 Hb AA, 67 Hb SS, oito Hb SD, 10 Hb SB-tal e 30
Hb SC.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram analisados quanto & normalidade e homogeneidade
das variancias pelos testes de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Os testes
comparativos, de associacdo, correlacdo e regressdo linear foram empregados
considerando-se a parametria ou nao dos dados. Em todas as analises, extremos e outliers
foram localizados e excluidos, para evitar viés nos resultados. Quando necesséario, foi
realizada a transformacao logaritmica dos dados, para aplicacdo de testes paramétricos.

Os testes comparativos de t de Student, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis seguido
pelo post hoc de Dunn e ANOVA com post hoc de Tukey foram realizados no software
Statistica (StatSoft. Inc 2007, versdo 8.0), e seus graficos foram gerados no GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software EUA). As analises de associacgao, correlacdo e regressao
foram efetuadas no software R™. O nivel de significancia estatistica adotado foi de p<0,05.

Os testes estatisticos utilizados, em cada uma das analises, sdo especificados

durante a exposi¢do dos resultados.

1 R Core Team (2015). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/
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4 RESULTADOS

4.1 PERFIL HEMOLITICO DOS GENOTIPOS DA DF

Com a finalidade de verificar a gravidade hemolitica apresentada pelos genotipos
da DF e, assim, melhor interpretar os resultados do estudo, optamos por realizar a
comparacgao dos principais marcadores indicativos de hemdlise entre 0s grupos.

Considerando os relatos da literatura, em que analises de componente principal
sugerem como marcadores primordiais de hemolise a porcentagem de reticuldcitos e 0s
valores de LDH, AST e bilirrubina, especialmente a bilirrubina indireta (NOURAIE et al.,
2013), utilizamos esses indices para realizar as analises comparativas da gravidade
hemolitica entre os grupos com DF.

Os valores medios de LDH estiveram aumentados nos diferentes gendétipos da DF,
com exceg¢do dos individuos com Hb SC, embora a média dos valores tenha sido proxima
ao limite superior nesse grupo. Valores mais expressivos foram encontrados para 0S
gendtipos Hb SS (1113,0 + 423,8 U/L) e Hb SD (1459,0 £+ 474,2 U/L) (Figura 17A).

A porcentagem de reticuldcitos mostrou-se bastante elevada em todos os grupos,
mas seu aumento se destacou especialmente no gendétipo Hb SS (10,6 + 3,7%), seguido por
Hb SD (6,7 + 1,6%) e Hb Sp-tal (5,0 £ 2,6%), e foi menor no grupo com Hb SC (3,5
1,7%) (Figura 17B).

Os valores médios de AST estiveram acima da normalidade em todos os grupos
com DF, sendo mais elevados no genotipo Hb SD (62,6 + 16,4 U/L), seguido pelo
gendtipo Hb SS (57,1 + 19,9 U/L). O gendtipo Hb SC, por sua vez, apresentou a menor
média (32,0 = 11,3), enquanto o grupo com Hb SB-tal teve valores intermediarios (46,6 +
16,0 U/L) (Figura 17C).

Por fim, a bilirrubina indireta também se apresentou elevada em todos os genotipos
da DF. No grupo com Hb SS foram encontrados os maiores valores (3,1 + 2,0 mm/dL), trés
vezes maiores do que os encontrados para o grupo com Hb SC (1,0 + 0,6 mm/dL) (Figura
17D).
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Figura 17. ComparacGes dos marcadores hemoliticos entre os grupos de estudo com DF. (A) LDH: Lactato
desidrogenase. (B) Reticuldcitos. (C) AST: aspartato aminotransferase. (D) Bilirrubina indireta. UJ/L:
unidades por litro; mm/dL: miligramas por decilitro. Dados expressos como média + desvio padrdo. Valores
de referéncia: LDH (< 480 U/L); Reticulécitos (1,0-2,6%); AST (< 31 U/L); bilirrubina indireta (< 0,7
mg/dL). Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Nivel de significancia estatistica: p<0,05. *:
indica as diferengas estatisticas, todas com p<0,01.

Adicionalmente, foram realizadas analises para verificar o comportamento dos
marcadores avaliados em funcgdo das variaveis idade e sexo. A frequéncia dos sexos nao
diferiu entre os grupos com DF (p = 0,49), mas os modelos de regressdo linear,
considerando idade e sexo, indicaram que individuos do sexo masculino apresentaram,
discretamente, valores maiores de AST e bilirrubina indireta. A idade, por sua vez, nao
esteve relacionada a nenhum dos marcadores avaliados (Tabela 3).

No gendétipo SP-tal, os quais apresentaram uma variavel adicional, a Hb A, foram
aplicados testes de correlacdo, para verificar se os parametros hemoliticos avaliados
estavam acompanhando os valores de Hb A. Nenhuma relacdo, porém, foi observada e,
assim, os individuos foram mantidos agrupados independentemente da concentracéo de Hb
A.
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Tabela 3. Influéncia da idade e do sexo nos marcadores de hemolise.

Marcadores R® Valordep p(ldade) p (Sexo) F
Hb SS

Reticuldcitos 0,01 0,23 0,10 0,96 1,5
LDH 0,02 0,16 0,08 0,90 1,9
AST 0,01 0,68 0,56 0,63 0,4
BI 0,03 0,06 0,49 0,05 2,8
Hb SD

Reticuldcitos 0,14 0,82 0,66 0,83 0,2
LDH 0,10 0,22 0,47 0,23 1,7
AST 0,21 0,12 0,08 0,71 2,6
BI 0,34 0,04 0,08 0,02 4,4
Hb Sp-tal

Reticuldcitos 0,08 0,92 0,89 0,69 0,1
LDH 0,01 0,44 0,35 0,35 0,9
AST 0,07 0,91 0,88 0,70 0,1
BI 0,07 0,13 0,07 0,52 2,2
Hb SC

Reticuldcitos 0,01 0,54 0,54 0,43 0,6
LDH 0,03 0,11 0,26 0,15 2,3
AST 0,11 <0,01 0,58 <0,01 6,1
BI 0,06 0,04 0,85 0,02 3,2

LDH: lactado desidrogenase. AST: aspartato aminotransferase. BI: bilirrubina indireta. Teste estatistico:
Regresso Linear. Nivel de significancia estatistica: p<0,05. R*: coeficiente de determinagéo (varia de 0 a 1).

F: forga de significancia da relacéo.
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4.2 RASTREAMENTO DOS POLIMORFISMOS

Os polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -509C/T
(TGFB1), 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -2578C/A (VEGFA) foram investigados
nas amostras de pacientes com DF e no grupo controle sem hemoglobinopatias. As
frequéncias genotipicas e alélicas estdo relacionadas nas Tabelas 4 e 5.

A investigacdo dos polimorfismos refere-se a etapa de analise proposta no segundo
objetivo. Os dados aqui obtidos foram utilizados nas comparac@es propostas no quarto e no
sexto objetivos, nos quais verificamos, respectivamente, a influéncia dos alelos normais e
mutantes de cada polimorfismo nos niveis das proteinas codificadas pelos seus respectivos
genes e a possivel relacdo entre a heranca dos polimorfismos e o desenvolvimento das
complicacdes clinicas de STA e retinopatia proliferativa.

O polimorfismo 1790G/A (HIF1A), por estar presente em apenas um dos 320
individuos analisados (Tabela 5), ndo possibilitou a realizacdo de andlises adicionais e, por

esse motivo, nao foi considerado nos topicos seguintes.
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A
(TNFA) e -511C/T (TGFB1), relacionados a via inflamatdria, no grupo controle e nos genétipos da DF.

-511C/T (ILlB) rs16944

Perfil de
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA

Hb SS 24 224 59 552 24 224 107 107 0,50 107 0,50 214
Hb SD 7 5,0 7 500 0 0,0 14 21 0,75 7 0,25 28
Hb Sp-tal 16 445 11 305 8 250 35 43 061 27 0,39 70
Hb SC 20 241 43 518 20 241 83 83 050 83 0,50 166

Hb AA 21 259 66,7 7.4 81 0,59 0,41
-251A/T (IL8) rs4073
Perfil de
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA

Hb SS 14 13,1 45 421 48 449 107 73 034 141 0,66 214
Hb SD 1 7,1 6 429 7 50,0 14 8 0,29 20 071 28
Hb Sp-tal 8 222 18 528 9 250 35 34 049 36 051 70
Hb SC 9 10,8 40 482 34 410 83 58 035 108 0,65 166

Hb AA 27 33,3 37 457 21,0 0,56 0,44
-308G/A (TN FA) rs1800629
Perfil de
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA
Hb SS 86 80,4 20 18,7 1 0,9 107 192 0,90 22 0,10 214
Hb SD 10 714 4 28,6 0 0,0 14 24 0,86 4 0,14 28
Hb Sp-tal 31 86,1 4 13,9 0 0,0 35 66 0,96 4 0,06 70
Hb SC 64 77,1 19 229 0 0,0 83 147 0,89 19 0,11 166
Hb AA 62 76,5 21,0 0,87 0,13
-509C/T (TG FBl) rs1800469
Perfil de
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA

Hb SS 54 505 41 383 12 1172 107 149 0,70 65 0,30 214
Hb SD 6 429 4 286 4 286 14 16 0,57 12 043 28
Hb Sp-tal 15 472 18 50,0 2 2,8 35 48 0,69 22 031 70
Hb SC 41 494 30 361 12 145 83 112 0,67 54 0,33 166
Hb AA 29 358 39 481 13 16,0 81 97 0,60 65 040 162

Hb: hemoglobina; FA: Frequéncia alélica.
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos 1772C/T (HIF1A), 1790G/A (HIF1A) e -
2578C/A (VEGFA), relacionados as vias de hipoxia e angiogénese, no grupo controle e nos genétipos da DF.

1772C/T (HIF1A) rs115494650

Perfil de CcC CT TT C T
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA
Hb SS 94 87,9 10 9,3 3 2,8 107 198 093 16 0,07 214
Hb SD 13 92,9 1 7.1 0 0,0 14 27 0,96 1 0,04 28
Hb Sp-tal 30 85,7 5 14,3 0 0,0 35 65 0,93 5 0,07 70
Hb SC 70 84,3 11 13,3 2 2,4 83 151 091 15 0,09 166
Hb AA 62 76,5 18 22,2 1 1,2 81 142 088 20 0,12 162

1970G/A (HIF1A) rs11549467

Perfil de GG GA AA G A
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA
Hb SS 107 100,0 0 0,0 0 0,0 107 214 1,00 0 0,00 214
Hb SD 14  100,0 0 0,0 0 0,0 14 28 1,00 0 0,00 28
Hb Sg-tal 35 1000 0 0,0 0 0,0 35 72 1,00 0 0,00 70
Hb SC 82 98,8 1 1,2 0 0,0 83 165 0,99 1 0,01 166
Hb AA 81 100,0 0 0,0 0 0,0 81 162 1,00 0 0,00 162

-2578C/A (VEGFA) rs699947

Perfil de CcC CA AA C A
Total Total
Hb N % N % N % N FA N FA
Hb SS 60 56,1 45 421 2 1,9 107 165 0,77 49 0,23 214
Hb SD 9 64,3 4 28,6 1 7,1 14 22 0,79 6 0,21 28
Hb Sg-tal 18 51,4 17 48,6 0 0,0 35 53 0,76 17 0,24 70
Hb SC 39 47,0 38 458 6 7,2 83 116 0,70 50 0,30 166

Hb AA 35 432 35 432 11 136 81 105 065 57 035 162

Hb: hemoglobina; FA: Frequéncia alélica.
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4.3 NIVEIS PLASMATICOS DE IL-1p, IL-8, TNF-a, ANXA1, TGF-p1, HIF-1a E
VEGF

Os marcadores relacionados a inflamacdo, hipdxia e angiogénese foram
quantificados em amostras de plasma dos individuos dos grupos controle e com DF. Para
as citocinas inflamatérias IL-1pB, IL-8, TNF-o ¢ TGF-B1, e o fator de hipéxia HIF-1a,
foram observados valores médios mais elevados em portadores da DF, em comparacao ao
grupo controle sem hemoglobinopatias. Em relacdo ao anti-inflamatério enddgeno
ANXAL1, os valores médios foram cerca de trés vezes maiores no grupo controle do que no
grupo com DF. Os valores médios obtidos para o marcador de angiogénese VEGF néo

diferiram estatisticamente entre os dois grupos (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacdo dos niveis plasmaticos das citocinas inflamatérias e dos fatores de hipdxia e
angiogénese entre o grupo controle e o grupo com DF.

Controle DF
Marcador Valor de p
(N=55) (N=115)

IL-1p 13+0,1 15+0,1 <0,01
IL-8 9,6 £1,0 16,2+1,7 0,01
TNF-a 59+0,3 9,8+0,5 <0,01
ANXA1 3665,0 £ 1095,0 1116,0 £ 128,3 0,01
TGF-p1 399,3+35,3 958,8 + 64,7 <0,01
HIF-1a 289,6 +12,3 406,1+£51,8 0,04
VEGF 202,0+ 22,8 239,7 £ 23,6 0,59

DF: Doenca Falciforme. Dados expressos em média £ erro padrdo da média. Unidade de medida
(pg/mL). Teste estatistico: Mann-Whitney. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.

No grupo com DF, foram realizadas as comparagdes dos niveis plasmaticos dos
marcadores entre os diferentes genotipos. Diferencas significantes foram encontradas em
relacdo as proteinas inflamatérias IL-1p (Figura 18A), IL-8 (Figura 18B), TNF-a (Figura
18C), ANXAL1 (Figura 18D) e TGF-B1 (Figura 18E), sendo, de forma geral, mais elevadas
no gendtipo Hb SS. Os niveis dos fatores de hipoxia e angiogénese, HIF-1a. (Figura 18F) e
VEGF (Figura 18G), ndo diferiram entre os genotipos da DF.
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Como analises complementares a quantificacdo das citocinas pré-inflamatdrias, na
tentativa de comprovar o estado inflamatorio da DF, realizamos a comparacdo da
quantificacdo de globulos brancos totais (Figura 19A), neutrofilos (Figura 19B) e plaquetas
(Figura 19C) entre os geno6tipos da DF. Os trés parametros mostraram-se maiores para o

genotipo homozigoto Hb SS.
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Figura 18. Comparag6es dos niveis plasmaticos dos marcadores de inflamacao, hip6xia e angiogénese entre
os genétipos da DF. (A) IL-1B. (B) IL-8. (C) TNF-a. (D) ANXAL. (E) TGF-B1. (F) HIF-la. (G) VEGF.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis com pos hoc de Dunn. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.
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Figura 19. Comparacdo dos valores apresentados na quantificacdo de globulos brancos (A), neutréfilos (B) e
plaguetas (C) entre os genotipos da DF. Teste estatistico: Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. Nivel de
significancia estatistica: p <0,05. *: indica diferencas estatisticamente significantes, todas com p<0,01.
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44 POLIMORFISMOS GENETICOS E NIVEIS PLASMATICOS DOS
MARCADORES DE INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE

A influéncia dos polimorfismos genéticos nos valores plasmaticos das respectivas
proteinas codificadas por esses genes foi verificada no grupo controle, no grupo com DF e
nos diferentes genotipos da doenga. As analises de associacdo foram realizadas
considerando-se cinco modelos de heranca dos polimorfismos: codominante, dominante,
recessivo, sobredominante e aditivo (Tabelas 7 e 8). No modelo codominante, foi
verificado o efeito de cada um dos genétipos para o polimorfismo. Nos modelos dominante
e recessivo, foram avaliados os efeitos dos gendtipos selvagem e homozigoto mutante,
respectivamente. Enquanto, na analise sobredominante, foi considerada a influéncia da
heranca heterozigota. O modelo aditivo, por fim, avaliou o efeito aditivo de cada alelo.

Para as citocinas inflamatérias (IL-1p, IL-8, TNF-a ¢ TGF-B) e o marcador de
hipoxia (HIF-1a), ndo houve diferencas significantes entre 0s genétipos dos polimorfismos
nos grupos estudados. Para o fator de angiogénese (VEGF), por outro lado, verificamos
que, no grupo com DF, o gendtipo Hb SS mostrou variacdo nos niveis plasmaticos de
VEGF em funcdo da heranga do polimorfismo -2578C/A, nos modelos de heranca
codominante, dominante e sobredominante (Tabela 9).

A Figura 20 ilustra os valores médios de VEGF em cada gen6tipo. De modo geral,
foi possivel observar que a heranca do gen6tipo homozigoto recessivo AA esteve associada
com niveis plasmaticos menores de VEGF, enquanto a heranca do alelo A em heterozigose
conferiu niveis mais elevados da proteina. O gendtipo selvagem CC mostrou-se com

valores intermediérios.
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Tabela 7. Valores de p para as analises de associacdo entre os niveis das citocinas inflamatdrias e os
polimorfismos em seus respectivos genes, nos diferentes modelos de heranga genética.

Modelo Controle Caso Hb SS HbSD HbSp-tal HbSC
“IL-1 e polimorfismo -511C/T (IL1B)

C 0,14 0,96 0,93 0,36 0,75 0,37
D 0,05 0,92 0,72 NR 0,43 0,31
R 0,45 0,84 1,00 NR 0,79 0,61
S 0,14 0,78 0,77 NR 0,52 0,16
A 0,05 0,95 0,84 NR 0,47 0,78

IL-8 e polimorfismo -251A/T (IL8)
C 0,26 0,54 0,32 0,99 0,50 0,78
D 0,10 0,29 0,13 0,93 0,24 0,48
R 0,58 0,98 0,75 0,92 0,67 0,86
S 0,25 0,31 0,20 0,98 0,43 0,60
A 0,16 0,46 0,21 0,92 0,37 0,57

TNF-a e polimorfismo -308G/A (TNFA)
C 0,53 0,97 0,92 0,77 NR 0,59
D 0,29 0,94 0,86 NR NR NR
R 0,48 0,83 0,75 NR NR NR
S 0,43 0,90 0,78 NR NR NR
A 0,26 0,98 0,94 NR NR NR

TGF-p1 e polimorfismo -509C/T (TGFB1)
C 0,55 0,14 0,08 0,41 0,86 0,14
D 0,47 0,10 0,15 0,77 NR 0,07
R 0,58 0,11 0,20 0,21 NR 1,00
S 0,28 0,48 0,05 0,30 NR 0,05
A 0,82 0,05 0,55 0,40 NR 0,21

C: codominante (comparacédo entre os trés genotipos). D: dominante (gendtipo selvagem versus genotipos
heterozigoto e homozigoto mutante). R: recessivo (gendtipos selvagem e heterozigoto versus genotipo
homozigoto mutante). S: sobredominante (genotipos selvagem e homozigoto mutante versus genotipo
heterozigoto). A: aditivo (ag¢do direta de cada alelo). NR: andlise estatistica ndo realizada, devido ao baixo
nimero amostral. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.
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Tabela 8. Valores de p para as analises de associagdo entre os niveis dos marcadores de hipdxia e
angiogénese e os polimorfismos em seus respectivos genes, nos diferentes modelos de heranca genética.

Modelo Controle Caso Hb SS HbSD HbSp-tal HbSC
HIF-1a e polimorfismo 1772C/T (HIF1A)
C 0,14 0,85 0,59 NR 0,19 0,09
D 0,05 0,90 0,92 NR NR NR
R 0,45 0,64 0,36 NR NR NR
S 0,14 0,71 0,59 NR NR NR
A 0,05 0,95 0,65 NR NR NR
VEGF e polimorfismo -2578C/A (VEGFA)
C 0,26 0,06 0,04 0,32 0,48 0,57
D 0,10 0,04 0,03 NR NR 0,29
R 0,58 0,43 0,38 NR NR 0,94
S 0,25 0,02 0,01 NR NR 0,31
A 0,16 0,13 0,11 NR NR 0,38

C: codominante (comparacdo entre os trés gen6tipos). D: dominante (genotipo selvagem versus genotipos
heterozigoto e homozigoto mutante). R: recessivo (genotipos selvagem e heterozigoto versus genotipo
homozigoto mutante). S: sobredominante (gendtipos selvagem e homozigoto mutante versus genotipo
heterozigoto). A: aditivo (acdo direta de cada alelo). NR: andlise estatistica ndo realizada, devido ao baixo
nimero amostral. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.

Tabela 9. Resultado detalhado da andlise de associa¢do entre os niveis plasmaticos de VEGF (pg/mL) e o
polimorfismo -2578C/A (VEGFA), nos modelos de heranga codominante, dominante e sobredominante.

Modelo

Comparacao

CC
CA
AA
CC
CA+AA
CC+AA
CA

VEGF (pg/mL)

210,0 £ 42,5
432,0 + 94,9
59,9+ 8.5
210,6 + 42,5
405,2 + 89,8
203,4 + 40,8
432,8 + 94,9

p

0,04

0,03

0,01

C: codominante. D: dominante. S: sobredominante. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.



4. RESULTADOS 84

6001

SN
)
<

VEGF (pg/mL)
N
o
e

[

CC CA AA

0-

Figura 20. Niveis plasmaticos de VEGF nos genotipos do polimorfismo -2578C/A (VEGFA), no grupo com
Hb SS.

Com a finalidade de verificar os efeitos da interacdo das duas varidveis genéticas
(gendtipos que determinam a DF e polimorfismos genéticos) nos valores plasmaticos
médios dos marcadores de inflamacdo, hipoxia e angiogénese, aplicamos o teste de
ANOVA fatorial.

Nas comparagdes entre os grupos controle e com DF, foi observado que os valores
das citocinas inflamatdrias variaram em funcéo da condigdo clinica (DF), mas ndo em
funcdo dos polimorfismos genéticos dos marcadores avaliados. Ja os valores de VEGF, ndo
mostraram diferencas em funcdo da doenca, mas, sim, em relagdo ao polimorfismo
herdado. Os niveis de HIF-1a ndo mostraram diferenca significante para nenhuma das duas

variaveis (Tabela 10).

Tabela 10. Resultado da anélise de ANOVA fatorial para a influéncia dos polimorfismos genéticos e da DF,
simultaneamente, nos valores plasméaticos médios dos marcadores de inflamagdo, hipoxia e angiogénese.

I Influéncia do polimorfismo . Influéncia da DF
(P) (P)
IL-1p 0,64 0,4 0,04 39
IL-8 0,74 0,3 0,02 55
TNF-a 0,93 0,1 0,01 21,9
TGF-B1 0,43 0,8 <0,01 34,8
HIF-1a 0,48 0,7 0,35 0,9
VEGF 0,03 3,5 0,38 0,8

F: forca de significancia do teste. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.
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As mesmas analises foram realizadas entre os gendtipos da DF (Tabela 11). Os
valores de HIF-1a diferiram entre os grupos em fungdo do gendtipo da doenga, mas nao
em razdo do polimorfismo. Ja as diferencas entre os niveis plasmaticos de VEGF foram
devidas ao polimorfismo -2578C/A, mas ndo ao gendtipo da DF.

InteracOes significantes entre as duas variaveis ndo foram observadas para nenhum

dos marcadores analisados.

Tabela 11. Resultado da analise de ANOVA fatorial para a influéncia dos polimorfismos genéticos e dos
geno6tipos da DF, simultaneamente, nos valores médios plasméaticos dos marcadores de inflamacéo, hipdxia e
angiogénese.

Influéncia do polimorfismo - Influéncia do gendtipo da DF

Marcador
(p) (P)
IL-1B 0,96 0,1 0,40 1,0
IL-8 0,53 0,6 0,06 2,5
TNF-a 0,91 0,1 0,12 2,0
TGF-p1 0,12 2,1 0,01 3,7
HIF-1a 0,84 0,1 0,30 1,2
VEGF 0,04 3,0 0,44 0,9

F: forga de significancia do teste. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.
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45 RELACOES ENTRE OS NIVEIS PLASMATICOS DOS MARCADORES DE
INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE

A relacdo entre os marcadores de inflamacédo, hipdxia e angiogénese foi analisada
por testes de Correlagdo de Spearman, nos grupos controle (Figura 21) e com DF (Figura
22). As relagbes com significancia estatistica estdo detalhadas na Tabela 12. Foram
observadas correlagdes positivas entre IL-1p e IL8; IL-1p ¢ VEGF; IL-8 e VEGF; TNF-a e
HIF-1a, e entre TNF-a ¢ VEGF, em ambos 0s grupos. Outras cinco correlacdes, também
positivas, ocorreram apenas nos individuos com DF, sendo elas IL-1p ¢ TGF-p1; IL-8 e
TNF-o; IL-8 e TGF-p1, ANXAL e TGF-B1, e HIF-1a. ¢ VEGF. Uma correlagdo negativa
foi observada no grupo com DF, entre ANXAL e VEGF. Das 11 correlagdes significantes
observadas no grupo com DF, em sete delas o gendtipo Hb SS estava presente.

Nas comparacbes em que foram observadas relacGes significantes entre as
variaveis, descritas acima, foram aplicadas anélises de regressdo linear para verificar a
dependéncia entre elas. No grupo com DF, todas as regresses foram ajustadas para o
gendtipo da DF, uma vez que a intensidade da inflamacao entre eles é variavel, conforme
observado na andlise dos niveis plasmaticos das proteinas (Figura 18). Além disso, as
regressdes que envolveram os niveis de VEGF foram ajustadas, também, para o
polimorfismo -2578C/A, em virtude da relagdo encontrada entre o SNP e os valores
obtidos nas quantificacBes da proteina (Tabelas 9, 10 e 11).

As regressdes mostraram que 0 TNF-a influenciou nos valores de IL-8 (Figura 23),
HIF-1a (Figura 24) e VEGF (Figura 25), enquanto a IL-1B exerceu influéncia nos valores
de IL-8 (Figura 26), TGF-B1 (Figura 27) e VEGF (Figura 28). A IL-8, além de mostrar-se
responsiva as citocinas pro-inflamatdrias TNF-a e IL-1, foi, também, indutora de TGF-p1
(Figura 29) e VEGF (Figura 30). A ANXA foi responsiva aos niveis plasmaticos de TGF-
B1 (Figura 31) e de VEGF (Figura 32). O VEGF, por fim, respondeu a todas as citocinas
pré-inflamatérias, 8 ANXALl e ao HIF-1a (Figura 33). Por convencdo estatistica, a
construcdo dos graficos obedeceu a disposicdo, no eixo y, das variaveis consideradas
dependentes, enquanto as variaveis independentes foram plotadas no eixo x. A relacdo de
significancia observada nas onze correla¢fes, mencionadas acima, manteve-se nas analises
de regressdo linear, porém, nem todas as varidveis que estiveram relacionadas no grupo
com DF, foram significantes para o grupo controle. Na DF, o genotipo Hb SS apresentou

mais relacOes de dependéncia entre os marcadores, do que 0s demais genotipos.
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Figura 21. Gréficos de correlacdo entre os marcadores de inflamag&o, hipdxia e angiogénese no grupo
controle sem hemoglobinopatias. *:indica as rela¢des significantes, que estdo especificadas na Tabela 20.



4. RESULTADOS 88

IL8 x TNFA IL8 x ANXA1
o
S
o S o
~
< | —
~
o
S
S
I S
o o
o
8 -
g . 3
T o ° = 8
z ° o Z 38 o
F ®—+o o o ° < ©
o o
£ 80 o g |
© o o o° ¢ o <]
o %O& o ° o o ° ° o
o o S
¥ %06 o o Q
08 ° 8 oQ o
~ o ° ° o 4 o o
T T T T T I T T T T T I
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
L8 L8
IL8 x TGFB IL8 x HIF1A
o
o 8 ° o
8
~ o
~ °© oo
o o
o o
S < o 0o o o
o o o
o
m 8 o < %o :
[ N o
Y] o £ 38 °© o
= o T & od® o o
o ° 0o © o © o
o o o o °
° ° o o o
- o
9,— o L og 8 | 00 040
o 9 < o © ° 9o
®
§ — @° Doo o o ° °© o
OD ° 9 ® o o © o
o o o
T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
L8 L8
* IL8 x VEGF TNFA x ANXA1
o
o
o S o
&
—
o o o
8 ] S |
S
1
o o
=} ° S |
3 o 5
& ° o < 8
w o z o o
> g | oo ° < ©
< o o
°y © § -
[o} o o <
% o
g | o o ° o
« ° % °© g i 00
° &
% o ° °o oo o
o%0 9 o 8 o
o 0© ®o o o o o o
T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 2 4 6 8 10 12 14
L8 TNFA

Figura 21 [Continuacdo]. Gréaficos de correlagdo entre os marcadores de inflamacéo, hipdxia e angiogénese
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Tabela 12. Resultados das correlagdes significantes encontradas entre os marcadores de inflamag&o, hipdxia
e angiogénese, no grupo controle e na DF.

Resultados das correlacdes (r e valor de p)

Comparacoes .
Grupo controle  Grupo com DF Gendtipos da DF
r=0,36 r=0,27 SS (r=0,25; p=0,04)
IL-1p x IL-8
p <0,01 p <0,01 SD (r=0,75; p =0,04)
r=0,28
IL-1p x TGF-B1 ns SC (r=0,40; p=0,04)
p <0,01
r=0,42 r=0,23 SS (r=0,27; p=0,03)
IL-18 x VEGF
p <0,01 p=0,01 SD (r=0,75; p =0,04)
r=0,26
IL-8 X TNF-a ns SS(r=0,24;p=0,04)
p <0,01
r=0,30
IL-8 x TGF-B1 ns SS (r=0,43; p <0,01)
p <0,01
SS (r=10,37; p <0,01)
r=0,43 r=0,48
IL-8 x VEGF SB (r=0,76; p=0,03)
p <0,01 p<0,01
SC (r=0,80; p <0,01)
r=0,26 r=0,21
TNF-a x HIF-la SB (r=0,70; p = 0,02)
p=0,04 p=0,03
r=0,43 r=0,32
TNF-a x VEGF SS (r=0,27; p=0,02)
p <0,01 p <0,01
r=0,31
ANXAL x TGF-B1 ns SB (r=0,70; p=0,03)
p =0,02
r=-0,28
ANXAL x VEGF ns SS (r=-0,46; p = 0,03)
p=0,04
r=0,19
HIF-1a x VEGF ns SB (r=0,81; p <0,01)
p=0,04

Teste estatistico: Correlacdo de Spearman. Nivel de significancia estatistica: p<0,05. ns: ndo significante. r =
coeficiente de correlagdo. r < 0,3 (correlagdo fraca); 0,31 < r <0,70 (correlagdo moderada); r > 0,71
(correlacdo forte). Valores de r positivos: indicam correlagdes positivas. Valores de r negativos: indicam
correlagbes negativas.
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Figura 23. Regresséo linear entre os niveis plasmaticos de I1L-8 e TNF-o. no grupo com DF: R? = 0,12; p <

0,01; F=4,9.
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Figura 24. Regressao linear entre os niveis plasmaticos de TNF-a e HIF-1a. (A) Grupo controle: R? = 0,04;

p =0,08; F = 3,1. (B) Grupo com DF: R? = 0,23; p< 0,01; F = 9,2.
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Figura 25. Regresso linear entre os niveis plasmaticos de TNF-o e VEGF. (A) Grupo controle: R? = 0,18; p

<0,01; F = 13,0. (B) Grupo com DF: R> = 0,12; p < 0,01; F = 3,6.



4. RESULTADOS

97

log (IL-8)

A

Grupo Controle

3.0

0.5

-1.0

T T T
-0.5 0.0 0.5

log (IL-1R)

1.0

15

log (IL-8)

45

Grupo com DF

B

log (IL-1B)

Figura 26. Regresséo linear entre os niveis plasméticos de IL-1p e IL-8. (A) Grupo controle: R? = 0,10; p =
0,02; F = 5,8. (B) Grupo com DF: R =0,10; p = 0,01; F = 3,4.
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Figura 27. Regressdo linear entre os niveis plasmaticos de IL-18 ¢ TGF-B1 no grupo com DF: R* = 0,26; p <
0,01; F=10,3.
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Figura 29. Regressao linear entre os niveis plasmaticos de I1L-8 e TGF-B1 no grupo com DF: R? = 0,21; p <
0,01;F=8,1.
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Figura 31. Regresséo linear entre os niveis plasméticos de ANXAL e TGF-B1 no grup o com DF: R? = 0,23;
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Figura 32. Regressdo linear entre os niveis plasmaticos de ANXAL e VEGF no grupo com DF: R? = 0,33; p
<0,01;F=7,35.
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Figura 33. Regress&o linear entre os niveis plasmaticos de HIF-1a e VEGF no grupo com DF: R?=0,21; p <
0,01; F=8,1.
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46 POLIMORFISMOS GENETICOS E NIVEIS PLASMATICOS DOS
MARCADORES DE INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE EM STA
E RETINOPATIA PROLIFERATIVA

A ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa foram levantadas a partir de
informag@es clinicas obtidas durante analise dos prontuarios. Os dados coletados estdo
sumarizados na Tabela 13. Podemos observar que a ocorréncia de STA foi maior em
pacientes com genotipo Hb SS, enquanto a retinopatia proliferativa foi mais frequente
naqueles com gendtipo Hb SC. As comparagdes estatisticas desses valores entre 0s
genotipos da DF sdo apresentadas na Tabela 14.

Quanto a frequéncia de ocorréncia de STA entre os genotipos da DF, foi observada
diferenca significante (p<0,01) entre os genétipos Hb SS (45,8%) e Hb SC (21,7%),
perfazendo uma ocorréncia de 1,8 vezes maior de STA no gen6tipo homozigoto. Outras
duas diferencas foram encontradas na frequéncia de retinopatia proliferativa entre o
genotipo Hb SC (24,1%) e os genoétipos Hb SS (7,5%) e¢ Hb Sp-tal (2,8%), sendo essa
frequéncia, respectivamente, 3,2 e 8,0 vezes maior na heranca de Hb SC (p<0,01 e p=0,01)
(Tabelas 13 e 14).

Tabela 13. Distribuicdo da ocorréncia das manifestagGes fenotipicas STA e retinopatia proliferativa nos
gendtipos da DF.

STA Retinopatia Proliferativa

N Presenca Auséncia Presenca Auséncia

Hb SS 107 49 45,8 58 54,2 8 7,5 99 92,5
Hb SD 14 4 28,6 10 71,4 1 7,1 13 92,9
Hb Sp-tal 35 9 25,7 26 74,3 1 2,8 34 97,1
Hb SC 83 18 21,7 65 78,3 20 24,1 63 75,9
Total 239 80 33,5 159 66,5 30 12,5 198 87,5

STA: sindrome toracica aguda.
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Tabela 14. Comparagdes estatisticas entre os gendtipos da DF em decorréncia da presenca ou auséncia de

STA e retinopatia proliferativa.

e 0,26 0,05
0,26 e 1,00
0,05 1,00 ----

<0,01 0,73 0,63

Retinopatia Proliferativa

) Sp-tal

- 1,00 0,45 <0,01
1,00 S 0,49 0,29
0,45 0,49 ---- 0,01
<0,01 0,29 0,01 ——-

STA: sindrome torécica aguda. Testes estatisticos: Qui-quadrado e Exato de Fisher. Nivel de significancia
estatistica: p<0,05.

Tendo em vista a maior frequéncia de STA nos portadores do genétipo Hb SS e, da
mesma forma, de retinopatia proliferativa no grupo Hb SC, aplicamos um modelo de
regressdo logistica, de razdo de chances (Odds Ratio — OR), para verificar a influéncia
desses dois gendtipos (Hb SS e Hb SC) no desenvolvimento das manifestacdes fenotipicas
estudadas. O teste corresponde a avaliagdo da chance de ocorréncia de determinado evento
(no caso, as manifestacGes fenotipicas) em funcdo de uma condicdo especifica (genotipos
da DF). No primeiro caso, foi observada chance 2,7 vezes maior de portadores do genotipo
Hb SS apresentarem STA, em relacdo aos demais genotipos (OR=2,7; 1,6>1C95%<4,8;
p<0,01). Nos casos de retinopatia proliferativa, essa chance foi 4,6 vezes maior para o
genotipo Hb SC, em comparacdo as outras formas de heranca da DF (OR=4,6;
2,0<1C95%<10,5; p<0,01).

Alguns parametros adicionais, como hemoglobina total, valores percentuais de Hb
F, quantificacdo de células vermelhas e hematdcrito ja foram descritos estarem
relacionados a ocorréncia de retinopatia proliferativa (FOX et al., 1990; LEVEZIEL et al.,
2011). Por essa razdo, também comparamos esses valores em nossos grupos de estudo.
Observamos, no grupo com Hb SC, menores valores de Hb F e maiores valores de
hemoglobina total, globulos vermelhos e hematécrito (Figura 34A-D).

Andlises de associacdo foram realizadas a fim de verificar alguma possivel relacdo
entre a presenca dos polimorfismos genéticos e as complicacGes clinicas abordadas neste
estudo: STA e retinopatia proliferativa, em cada um dos grupos com DF. Nao foram
observadas associacOes estatisticamente significantes entre a heranca do alelo mutante para
os polimorfismos e o aparecimento das manifestagdes fenotipicas nos diferentes genétipos
da DF (Tabelas 15 a 20). As andlises foram realizadas considerando-se tanto a heranga do

alelo em heterozigose, quanto em homozigose. Para alguns grupos de genétipos com
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menor nimero amostral, ndo foi possivel executar os testes estatisticos e, por esse motivo,

os valores das analises ndo sdo mostrados.
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Figura 34. Analise dos parametros relacionados a ocorréncia de retinopatia proliferativa na DF. (A) Hb F.
(B) Hemoglobina total. (C) Quantificacdo de gloébulos vermelhos. (D) Hematdcrito. g/dL: gramas por
decilitro. M/uL: mil por microlitro. Teste estatistico: Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. *:indica as diferencas estatisticas, todas com p<0,01.

Os niveis das citocinas inflamatdrias e dos fatores responsivos a hipdxia foram

avaliados em pessoas com e sem historico de STA (Tabela 21), e com e sem 0

desenvolvimento de retinopatia proliferativa (Tabela 22). Nao foram encontradas

diferencas entre a presenca e a auséncia das manifestagfes clinicas quanto aos niveis

plasmaticos dos marcadores.
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Tabela 15. Prevaléncia do polimorfismo -511C/T (IL1B) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
Genotipos Casos positivos  Casos positivos

Genotipos Total de CT+TT (caso) x CC (controle) CT+TT (caso) x CC (controle)

-511C/T de STA de Retinopatia
da DF (IL1B) casos TT (caso) x CC+CT (controle) TT (caso) x CC+CT (controle)

% N

CcC 24 12 50,0 2 8,3
0,80 0,3-2,0 0,81 0,9 0,2-4,5 0,80

Hb SS CT 59 28 47,5 4 6,9
0,65 0,2-1,6 0,49 1.2 0,2-6,2 0,80

1T 24 9 37,5 2 8,3

CcC 7 2 28,6 1 14,3
NR NR NR NR NR NR

Hb SD CT 7 2 28,6 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

1T 0 0 0,0 0 0,0

CcC 16 4 25,0 1 6,3
11 0,2-4,9 0,76 NR NR 0,93

Hb Sp-tal CT 11 4 33,3 0 0,0
0,3 0,1-3,2 0,61 NR NR 0,51

T 8 1 12,5 0 0,0

CcC 20 7 35,0 3 17,6
0,6 0,2-2,0 0,64 2,0 0,5-7,9 0,45

Hb SC CT 43 8 18,6 9 20,9
0,6 0,1-2,2 0,60 2,8 0,9-8,5 0,11

1T 20 3 17,6 8 38,1

CcC 67 25 31,3 7 10,5
0.8 04-1,4 0,53 1,3 0,5-3,2 0,70

Total CT 120 42 52,5 13 10,8
0,6 0,3-1,2 0,19 19 0,8-4,5 0,18

TT 52 13 16,2 10 18,9

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestagdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 16. Prevaléncia do polimorfismo -251A/T (IL8) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
. Genotipos Casos positivos  Casos positivos
Genotipos Total de : . AT+TT (caso) x AA (controle) AT+TT (caso) x AA (controle)
-251AIT de STA de Retinopatia
da DF (IL8) casos TT (caso) x AA+AT (controle) TT (caso) x AA+AT (controle)
% N % OR OR IC p
AA 48 19 39,6 3 6,2
1,6 0,7-3,4 0,33 1,4 0,3-6,1 0,95
Hb SS AT 45 24 53,3 5 111
0,9 0,3-2,7 0,96 NR NR NR
TT 14 6 42,8 0 0,0
AA 7 1 14,3 0 0,0
4,5 NR 0,55 NR NR NR
Hb SD AT 6 2 33,3 1 16,7
NR NR NR NR NR NR
TT 1 1 100,0 0 0,0
AA 8 3 37,5 0 0,0
0,5 0,1-2,6 0,68 NR NR NR
Hb Sp-tal AT 18 5 27,8 0 0,0
0,3 0,1-2,6 0,47 NR NR NR
TT 9 1 11,1 1 11,1
AA 34 5 14,7 9 26,5
1,9 0,6-6,1 0,39 0,8 0,3-2,2 0,87
Hb SC AT 40 9 22,5 10 25,0
34 0,8-144 0,18 0,4 0,1-31 0,58
TT 9 4 44,4 1 11,1
AA 97 28 28,9 12 124
1,4 0,8-2,5 0,27 1,0 0,5-2,2 0,90
Total AT 109 40 36,7 16 14,7
1,2 0,5-2,5 0,86 0,4 0,1-1,8 0,35
TT 33 12 36,4 2 6,1

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestacdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 17. Prevaléncia do polimorfismo -308G/A (TNFA) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
Genotipos Casos positivos  Casos positivos

Gendtipos Total de GA+AA (caso) x GG (controle) GA+AA (caso) x GG (controle)

-308G/A de STA de Retinopatia
da DF (TNFA) casos AA (caso) x GG+GA (controle)  AA (caso) x GG+GA (controle)

% N % IC p

GG 86 38 44,2 6 7.0
14 0,5-3,6 0,67 14 0375 0,95

Hb SS GA 20 10 50,0 2 9,5
NR NR NR NR NR NR

AA 1 1 100,0 0 0,0

GG 10 3 30,0 1 10,0
08 NR 0,64 NR NR NR

Hb SD GA 4 1 25,0 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

AA 0 0 0,0 0 0,0

CE 31 7 22,6 1 3.2
34 0,4-28,9 0,57 NR NR NR

Hb Sp-tal GA 4 2 50,0 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

AA 0 0 0,0 0 0,0

GG 64 13 20,3 13 20,3
1,4 0,4-4,6 0,80 23 0,7-30 0,24

Hb SC GA 19 5 26,3 7 36,8
NR NR NR NR NR NR

AA 0 0 0,0 0 0,0

GG 191 61 31,9 21 11,0
1,4 0,7-2,7 0,40 08  03-18 0,71

Total GA 47 18 38,3 9 18,2
NR NR NR NR NR NR

AA 1 1 100,0 0 0,0

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestacdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 18. Prevaléncia do polimorfismo -509C/T (TGFB1) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
. Genotipos Casos positivos  Casos positivos
Genotipos Total de _ . CT+TT (caso) x CC (controle) CT+TT (caso) x CC (controle)
-509C/T de STA de Retinopatia
da DF (TGFBL) casos TT (caso) x CC+CT (controle) TT (caso) x CC+CT (controle)
% N % OR OR IC p
CcC 54 24 44,4 5 9,3
1,1 0,5-2,3 0,99 0,6 0,1-2,6 0,73
Hb SS CT 41 18 43,9 2 4,9
1,8 0,5-6,0 0,54 1,1 0,1-10,2 0,64
TT 12 7 58,3 1 8,3
cC 6 1 16,7 0 0,0
3,0 NR 0,80 NR NR NR
Hb SD CT 1 25,0 1 25,0
4,0 NR 0,64 NR NR NR
TT 2 50,0 0 0,0
cC 15 4 26,7 1 6,7
0,9 0,2-4,2 0,78 NR NR NR
Hb Sp-tal CT 18 5 27,8 0 0,0
NR NR NR NR NR NR
TT 2 0 0,0 0 0,0
cC 41 5 12,2 12 29,3
3,2 1,0-10,1 0,07 1,1 0,4-2,8 0,89
Hb SC CT 30 9 30,0 5 16,7
2,0 0,5-7,7 0,50 1,0 0,2-4,4 0,77
TT 12 4 33,3 3 25,0
CcC 116 34 29,3 18 27,3
1,4 0,8-2,5 0,24 0,6 0,3-1,3 0,25
Total CT 93 33 355 8 8,6
1,6 0,7-3,5 0,31 1,1 0,3-3,3 0,87
TT 30 13 43,3 4 13,3

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestacdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 19. Prevaléncia do polimorfismo -1772C/T (HIF1A) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
Genotipos Casos positivos  Casos positivos

Genotipos Total de CT+TT (caso) x CC (controle) CT+TT (caso) x CC (controle)

-2578C/A de STA de Retinopatia
da DF (VEGFA) casos TT (caso) x CC+CT (controle) TT (caso) x CC+CT (controle)

N % N % OR IC p OR IC

CcC 94 43 45,7 6 6,4
1,0 0,3-3,2 0,79 2,7 0,5-14,9 0,56

Hb SS CT 10 3 30,0 1 10
NR NR NR 6,9 0,6-86,1 0,54

1T 3 3 100,0 1 33,3

CcC 13 4 30,8 1 7,7
NR NR NR NR NR NR

Hb SD CT 1 0 0,0 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

1T 0 0 0,0 0 0,0

CcC 30 9 30,0 1 3,3
NR NR NR NR NR NR

Hb Sp-tal CT 5 0 0,0 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

T 0 0 0,0 0 0,0

CcC 70 16 22,8 18 26,9
0,6 0,1-3,1 0,82 0,5 0,1-2,6 0,65

Hb SC CT 11 1 91 2 18,2
3,8 0,2-63,3 0,90 NR NR NR

1T 2 1 50,0 0 0,0

CcC 207 72 34,8 26 12,6
0,63 0,3-1,5 0,37 1,0 0,3-3,1 0,78

Total CT 27 4 14,8 3 111
8,3 0,9-75,6 0,08 18 0,2-16,4 0,86

TT 5 4 80,0 1 20,0

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestacdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 20. Prevaléncia do polimorfismo -2578C/A (VEGFA) na ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa nos genétipos da DF.

. - - Odds Ratio STA: Odds Ratio Retinopatia:
Genotipos Casos positivos  Casos positivos

Gendtipos Total de CA+AA (caso) x CC (controle)  CA+AA (caso) x CC (controle)

-2578C/A de STA de Retinopatia
da DF (VEGFA) casos AA (caso) x CC+CA (controle)  AA (caso) x CC+CA (controle)

% N % IC p OR IC p

cC 60 23 383 3 5,0
2,0 0,9-4,3 0,12 23 05-100 046

Hb SS CA 45 24 53,3 5 11,1
NR NR NR NR NR NR

AA 2 2 100,0 0 0,0

cC 9 2 222 0 0,0
23 NR 0,93 NR NR NR

Hb SD CA 4 2 50,0 1 333
NR NR NR NR NR NR

AA 1 0 0,0 0 0,0

cC 17 3 17,6 1 5.9
0,5 0,1-1,8 0,50 NR NR NR

Hb Sp-tal CA 18 6 333 0 0,0
NR NR NR NR NR NR

AA 0 0 0,0 0 0,0

cC 39 9 7.7 9 23,1
0,9 0,3-2,4 0,98 11 04-31 0,96

Hb SC CA 38 8 53 9 237
07 0,1-6,5 0,84 16 0397 0,96

AA 6 1 16,7 2 333

cC 125 37 296 13 10,4
1,4 0,8-2,5 0,23 15  0,7-33 0,38

Total CA 105 40 38,1 15 14,4
1,0 0,2-4,1 0,73 20 04-104 0,71

AA 9 3 333 2 222

STA: Sindrome Toré&cica Aguda

OR: Odds Ratio (equivale a chance de desenvolver a manifestagdo clinica sendo portador do alelo polimérfico/mutante em questdo). IC: Intervalo de Confianga. OR>1:
alelo associado positivamente com a manifestacdo; OR<1: alelo associado negativamente com a manifestacdo; OR=1: alelo ndo associado com a manifestacdo. Nivel de
significancia estatistica: p<0,05. NR: analise estatistica ndo realizada, devido ao nimero amostral nulo ou reduzido.
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Tabela 21. Comparacdes dos valores médios plasmaticos dos marcadores avaliados nos grupos com DF na presenca ou auséncia de STA.

Hb Sp-tal
Marcador
STA+ STA-
IL-1p 15+0,2 18+0,3 0,78 0,8+0,1 1,1+£0,1 0,05 23+£13 18+0,5 1,00 19+1,6 1,3+£0,2 0,15
IL-8 243+5,1 179+3,3 0,23 71+£10 89+£20 0,66 9,1+£0,8 52+1,0 0,07 79+24 11,719 0,12
TNF-a 9710 119+1,2 0,16 125+1,8 93+22 0,38 91+35 13,4+5,0 0,65 84+16 7,7+0,8 0,89

ANXA1 12685+277,0 2875,0+578,8 0,05 4443 +127,7 9257+2781 028 9518+253,1 617,8£75,0 0,30 9964 +2286 5855+1545 0,19
TGF-p1 1385,0+148,0 1097,0+117,8 0,07 11000+3260 8148+337,7 049 7565+4405 4255+1393 033 6086+217,7 4653+1051 0,77
HIF-1a 384,2+39,7 3409+194 0,84 364,3 +160,4 3126 £25,2 0,48 2944+ 135 370,5+ 82,0 0,27 286,2+29,8 288.1+ 18,6 0,87
VEGF 339,9 £ 86,7 250,2 45,0 0,97 144,3 + 30,7 270,3+£73,9 024 1796 +164,3 233,6 £99,9 0,38 136,8 +£53,9 228,8 £ 36,5 0,10

STA+: casos positivos para sindrome toréacica aguda. STA-: casos negativos para sindrome toracica aguda. Dados expressos em média + erro padrdo da média. Teste
estatistico: Mann-Whitney. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.

Tabela 22. Comparagdes dos valores médios plasméticos dos marcadores avaliados nos grupos com DF na presenga ou auséncia de retinopatia proliferativa.

Hb Sp-tal
Marcador
RP-
IL-1pB 1,1+0,1 1,7+£0,2 0,16 0,7+0,0 1,0+0,1 0,21 3,9+0,0 18+0,5 0,40 1,4+0,2 15+0,2 0,59
IL-8 11,4+3,8 20,4 +3,0 0,52 52+0,0 89+1,1 0,38 6,7+1,0 11,9+35 10,3+1,7 0,38
TNF-a 12,7+25 10,9+0,9 0,54 14,4 +0,0 10314 0,38 37,4+0,0 93+24 0,16 83+1,7 78+0,8 0,80

ANXAL 2050,7 £933,2  2020,6 +£376,0 0,96 1179+0,0 8743+2788 0,21 629,7+0,0 7278+1084 1,00 13708+0,0 7348+1142 0,40
TGF-p1 727,8 £ 86,1 1262,0 £99,2 0,11 760,0+0,0 985,7+£256,8 1,00 246,0 £0,0 530,7+1525 0,89 8793+3652 4613+978 0,21
HIF-1a 309,6 + 56,0 3402+ 14,5 0,53 1553 +0,0 364,6 82,2 0,25 280,1+0,0 3552 +63,5 0,40 334,0+41,2 2782+165 0,22
VEGF 234,5+120,0 293,4 +48,2 0,82 146,0 £0,0 216,0 49,8 1,00 653,0 £0,0 160,9 + 67,1 0,22 227,2+90,4 194,7+£329 0,66

RP+: casos positivos para retinopatia proliferativa. RP-: casos negativos para retinopatia proliferativa. Dados expressos em média + erro padrdo da média. Teste
estatistico: Mann-Whitney. Nivel de significancia estatistica: p<0,05.
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5 DISCUSSAO

O objetivo geral desta investigacdo foi verificar o comportamento de proteinas
envolvidas nas vias de inflamacdo, hipéxia e angiogénese na DF e em seus diferentes
genotipos, com o intuito de inferir possiveis variacGes nesses processos em decorréncia das
formas de heranga da doenca. Com os resultados obtidos, foi possivel responder ao
objetivo proposto e confirmar a hipdtese de que tais processos comportam-se de maneiras e
intensidades diferentes entre os portadores da doenca, sendo, possivelmente, o genotipo e a
gravidade hemolitica a ele associada, os principais modulares desses processos.

Como meios para atingir os objetivos propostos, além da avaliagdo do
comportamento de citocinas pré-inflamatérias e fatores responsivos a hipdxia nos
gendtipos Hb SS, Hb SD, Hb SB-tal e Hb SC da DF, também foram analisados o status
hemolitico dos grupos, polimorfismos genéticos como possiveis interferentes nos
processos investigados e manifestagdes clinicas prevalentes em determinados gendtipos.

Todos esses resultados séo discutidos pontualmente a seguir.

5.1 PERFIL HEMOLITICO DOS GENOTIPOS DA DF

A analise da gravidade hemolitica nos geno6tipos da DF foi incluida no estudo para
auxiliar na interpretacéo dos resultados obtidos para os marcadores de inflamagéo, hipoxia
e angiogénese quantificados. A escolha dos parametros hemoliticos considerados foi
baseada na investigacdo de Nouraie et al. (2013), que validou o uso de quatro marcadores
primordiais para avaliacdo de hemolise: porcentagem de reticuldcitos e valores de LDH,
AST e bilirrubina indireta. Todos os marcadores estiveram aumentados na DF, em nosso
estudo.

A LDH se destacou, especialmente, nos genétipos Hb SS e Hb SD. A LDH é uma
enzima da via glicolitica que catalisa a conversdo de piruvato a lactato e estd presente em
todos os tecidos. Ela ocorre em cinco isoformas, das quais as isoformas LDH1 e LDH2 sdo
mais abundantes nos eritrocitos (BALLAS, 2013) e representam pelo menos 70% da LDH
total em condicGes de hemdlise (KATO et al., 2006; KATO; NOURAIE; GLADWIN,
2013). Estudos mostram que a LDH total apresenta forte correlagdo com a quantidade de
hemoglobina livre, que € um marcador de hemdlise intravascular bem aceito na literatura,

tornando-a, também, um importante indicativo de hemolise intravascular (KATO et al.,
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2006; NOURAIE et al., 2013). Além de ser o principal indicativo indireto de hemdlise, a
LDH esta relacionada com importantes complicacdes clinicas da DF, como hipertensdo
pulmonar, priapismo e Ulcera de membros inferiores, sendo, portanto, também considerada
um indicador bem estabelecido de gravidade na doenca (KATO et al., 2006; NOURAIE et
al., 2013; MIKOBI et al. 2015). Os niveis elevados de LDH nos genétipos Hb SS e Hb SD
indicam que os individuos desses grupos possuem similaridades na intensidade hemolitica,
sendo mais graves do que os genotipos Hb SB-tal e Hb SC, que apresentaram menores
valores de LDH.

A porcentagem de reticuldcitos também se mostrou mais elevada no gendtipo Hb
SS, seguido por Hb SD e Hb SB-tal e, por fim, Hb SC. Os reticuldcitos séo eritrcitos
jovens, produzidos na medula déssea, que perdem o nucleo e sdo lancados na circulacao,
onde completam sua maturacdo em um ou dois dias. A maturacdo envolve o
remodelamento da membrana plasmatica, mudancas no volume celular e eliminacdo de
ribossomos e organelas. Os reticuldcitos sdo células maiores, menos densas e deformaveis,
e com propriedades adesivas elevadas, em relacdo aos eritrocitos maduros (PIVA et al.,
2015). Devido a sua vida curta na circulagdo, em comparacdo com eritrocitos maduros
normais, os parametros de reticulocitos sdo importantes ferramentas para avaliar a
atividade da medula e caracterizar anemias hemoliticas (VELASCO-RODRIGUEZ et al.,
2015). Considerando que a porcentagem de reticuldcitos € um dos indices indicativos de
hemdlise na DF, conforme validado por Nouraie et al. (2013), os valores elevados de
reticuldcitos, encontrados no presente estudo, evidenciam a anemia hemolitica em todos os
grupos da DF, principalmente nos gendtipos Hb SS e Hb SD, assim como os achados para
a dosagem da LDH, anteriormente citados.

Os valores médios de AST, por sua vez, estiveram mais elevados no genétipo Hb
SD, seguido pelo genotipo Hb SS. A AST é uma enzima abundante nos eritrocitos e
participa da geracdo de glutamato e aspartato, que sdo aminoacidos essenciais as celulas
vermelhas. A glutationa (GSH), por exemplo, é um peptideo importante no reparo e
prevencdo de danos oxidativos aos eritrocitos, e € formada por aminoacidos como
glutamato, cisteina e glicina. Como as membranas eritrocitarias sdo impermeaveis ao
glutamato, a biossintese intracelular desse aminoédcido é mantida devido a atuacdo de
enzimas como a AST (ELLINGER; LEWIS; MARKLEY, 2011). Niveis elevados de AST
na DF sdo bem documentados, uma vez que a lise de células vermelhas libera grandes

quantidades de AST na circulacdo, e mostram-se fortemente relacionados aos demais
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marcadores hemoliticos, sendo considerados importantes indicativos de hemdlise na
doenca (KATO, 2006; NOURAIE et al., 2013). Os resultados encontrados na dosagem de
AST acompanham o0s demais marcadores hemoliticos avaliados, evidenciando
semelhancas entre os gendtipos Hb SS e Hb SD, e sugerindo gravidade maior para esses
grupos em relacdo aos outros genotipos.

Por fim, a bilirrubina indireta também se apresentou elevada em todos o0s gendétipos
da DF, seguindo a ordem SS > SD > Sp-tal > SC. A bilirrubina é o produto final do
catabolismo do heme, um processo controlado pela enzima heme-oxigenase. Apresenta-se
potencialmente tdxica, mas normalmente é neutralizada por ligacdo a albumina ou
conjugacao e excrecdo rapida pelo figado. Cerca de 96% da bilirrubina presente no plasma
corresponde a bilirrubina indireta, o que explica os niveis elevados de bilirrubina total
encontrados em condi¢6es de hemolise (WANG; CHOWDHURY; CHOWDHURY, 2006;
KAPLAN; BROMIKER; HAMMERMAN, 2014). Associada as dosagens de LDH e AST
e a porcentagem de reticulcitos, a quantificacdo de bilirrubina, indireta ou total, é
utilizada como marcador hemolitico na DF (KATO et al., 2006; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; NOURAIE et al., 2013). Estudos mostram que parametros
hemoliticos podem variar com a idade e 0 sexo (NOURAIE et al., 2013), porém, em nosso
estudo, a relacdo do sexo com a hemdlise foi fraca, e a idade ndo apresentou relagao.

Nossos resultados para esses marcadores refletem o grau hemolitico elevado da DF,
sobretudo nos gendtipos Hb SS e Hb SD. Em um panorama geral, é possivel observar
similaridades no perfil hematologico entre os grupos Hb SS e Hb SD, e entre Hb Sp-tal e
Hb SC. No primeiro caso, para todos os parametros avaliados, o perfil apresentado sugere
maior gravidade, enquanto para Hb SP-tal e, principalmente Hb SC, as alteragGes foram
menos acentuadas.

Os genotipos da DF apresentam gravidade clinica e hemolitica variavel (KATO;
GLADWIN; STEINBERG; BALLAS, 2015), assim como observado no nosso estudo.
Ademais, essa gravidade pode ser variavel entre individuos de um mesmo genétipo, devido
aos fatores genéticos associados e adesdo diferencial ao tratamento. De modo geral,
individuos homozigotos para a Hb S sdo mais graves do que portadores dos outros
gendtipos (STEINBERG, 2009), no entanto, os resultados obtidos nessa analise de indices
hemoliticos sugerem que individuos com dupla heterozigose SD podem apresentar quadro
de hemolise t&o grave quanto o grupo Hb SS.
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Possivelmente, a gravidade clinica obervada no grupo Hb SD se deva ao fato de a
Hb D favorecer a polimerizacdo da Hb S dentro dos eritrocitos (ADACHI et al., 1988).
Acredita-se que a troca de aminoacidos na posi¢ao 121 Glu—Gln, que caracteriza a Hb
D, favoreca a interacdo de moléculas de Hb S e, consequentemente, a sua polimerizacdo
(CHARACHE; CONLEY, 1964; BENESCH et al., 1977). Adachi et al. (1988) mostraram
que a velocidade de polimerizagdo da Hb S é maior quando associada a Hb D e, assim, a
possibilidade de falcizacdo dos eritrocitos € maior e ocorre em menor tempo, durante a
passagem dessas células pelos capilares (ADACHI et al., 1988).

Sendo assim, com base nos parametros avaliados, consideramos a seguinte escala
decrescente de gravidade hemolitica para os grupos com DF: Hb SS, seguida dos gen6tipos
Hb SD, Hb SB-tal e Hb SC.

A observacdo de que a interacdo Hb SD pode resultar complicacdes similares a
anemia falciforme chamou a atengdo do nosso grupo de pesquisa para as propriedades da
Hb D. Diante disso e da pouca informacdo na literatura sobre o assunto, foi redigido um
artigo de revisdo sobre essa hemoglobina, intitulado “Hemoglobin D-Punjab: Origin,
distribution and laboratory diagnosis”, publicado na Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia (ISSN: 1516-8484) (APENDICE D).

5.2 NIVEIS PLASMATICOS DE IL-1p, IL-8, TNF-a, ANXA1, TGF-B1, HIF-1a E
VEGF

Os niveis plasmaticos elevados de citocinas inflamatorias IL-1p, IL-8, TNF-a e
TGF-B1 nos grupos com DF, em relagdo ao grupo controle, revelam a condicgéo
inflamatdria da doenca. E consenso na literatura que a DF se desenvolve com estado
inflamatorio cronico, caracterizado pela elevacdo na quantidade de leucdcitos e ativacao
anormal de granulécitos, mondcitos e plaquetas, com relevante papel nos eventos
fisiopatoldgicos da doenga (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; HEBBEL, 2014;
HOPPE, 2014). A gravidade clinica, por sua vez, também esta relacionada a quantidade de
glébulos brancos circulantes, o que reforca o papel dos leucocitos na inflamagdo e na
fisiopatologia da DF. Essa leucocitose geralmente é acompanhada por aumento nos niveis
circulantes de citocinas pro-inflamatorias, que exacerbam a falcizacdo e a gravidade vaso-
oclusiva da doenga (HOPPE, 2014).
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Mediadores pro-inflamatdrios derivados de leucocitos, plagquetas e células
endoteliais, como o TNF-a e as interleucinas IL-1p, IL-8 e IL-6, j& foram observados em
niveis elevados na anemia falciforme (LANARO et al., 2009; QARI et al., 2012; SARRAY
et al., 2015). O aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias pode implicar em
processos vaso-oclusivos, tais como ativagdo endotelial, adesdo de eritrdcitos e leucocitos
ao endotélio vascular e apoptose de células endoteliais (CONRAN et al., 2009; LANARO
et al., 2009). Ainda, a hemdlise e o ferro heme liberado durante o processo promovem a
ativacdo de inflamassomas, que sdo complexos proteicos envolvidos na ativacdo de
caspases. A caspase-1, por exemplo, é responsavel pela clivagem de precursores inativos
de IL-1B, com consequente ativagao dessa interleucina (GROSS et al., 2011; DUTRA et
al., 2014).

Em condicdes inflamatdrias cronicas, como a DF, juntamente com as citocinas pro-
inflamatdrias, também ocorre o aumento de mediadores anti-inflamatdrios, como 1L-10 e
TGF-B1 (ORTEGA-GOMEZ; PERRETI; SOENHLEIN, 2013). Neste estudo, 0s niveis
plasméticos de TGF-B1 foram elevados nos grupos com DF, em comparagdo aos controles
sem hemoglobinopatias. Embora tenha sido inicialmente identificado como uma citocina
pro-inflamatoria, devido a sua atividade quimioatrativa de neutrofilos e macréfagos, o
papel anti-inflamatério do TGF-f1 vem ganhando maior destaque (HAN et al., 2012). Em
resposta aos danos teciduais causados pela inflamacao, o TGF- B1 parece ser liberado por
plaquetas e, também, por células endoteliais e fibroblastos, mantendo a homeostase e
prevenindo a proliferacdo excessiva de células de defesa, contribuindo, assim, para a
resolucéo da inflamagdo (AKHURST; HATA, 2012).

Os niveis plasméticos de ANXAL foram cerca de trés vezes menores nos individuos
com DF em relacdo ao grupo controle. Devido a acdo biologica anti-inflamatéria da
ANXA1, baixos niveis desse peptideo podem explicar a exacerbacdo da resposta
inflamatoéria em algumas doengas e condi¢des de inflamacdo aguda e crénica. Sena et al.
(2013) demonstraram que a expressdo de ANXAL estd diminuida em doencas
inflamatorias intestinais, especificamente na Doenca de Crohn, resultando em um
desequilibrio entre mediadores pro e anti-inflamatorios e sustentando a inflamacéao crénica
na doenca. Tsai et al. (2013) também quantificaram os niveis plasmaticos de proteinas pré
e anti-inflamatorias em pacientes com sepse e verificaram baixos niveis de ANXAL e altas
quantidades de marcadores pré-inflamatorios.
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Na DF, esse é o primeiro estudo para avaliar a proteina ANXAL, e os resultados
obtidos sdo concordantes com a literatura existente para outras condicdes inflamatorias,
como visto nos estudos de Sena et al (2013) e Tsai et al (2013), descritos acima. Niveis
plasmaticos de ANXAL reduzidos, associados com niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias, mostram o desequilibrio existente entre a resposta inflamatéria e a sua
resolucdo em doencgas com caracteristica inflamatoria, como a DF. No grupo controle, no
qual os niveis de ANXAL foram maiores, o controle da inflamacéo foi mais efetivo, como
evidenciado pelos menores niveis de marcadores pré-inflamatérios.

Os nossos resultados obtidos nas dosagens dos mediadores pré e anti-inflamatoérios
reforcam a caracteristica inflamatéria da DF. Acompanhando esses dados, 0s niveis
plasméticos de HIF-1a também foram superiores nos portadores da doenga. Acredita-se
que o estado inflamatdrio constante da DF contribui para a hipdxia e isquemia tecidual,
implicando na ativacdo de HIF-1a (KAUL et al., 2013). Embora a isquemia tecidual seja o
principal estimulo para a ativacdo de HIF, algumas citocinas pré-inflamatérias, como TNF-
a e IL-1B, podem potencialmente induzir a expressdao de HIF-1a (KAUL et al., 2013).

Como consequéncia da ativacdo de HIF-1a, é esperado que ocorra elevacdo nos
niveis de VEGF, o principal fator responsivo a hipoxia, devido a estimulacdo de sua
transcricdo génica pelo HIF-1a (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014). No entanto, ndo
observamos relagdo estatisticamente significante dos niveis plasméticos de VEGF entre 0s
grupos controle e com DF, embora os valores médios brutos tenham sido, aparentemente,
superiores nesse Gltimo.

Sabe-se que o splicing alternativo € um mecanismo chave na regulacdo do VEGF,
levando a producdo de diferentes isoformas de proteina, com atuagdes distintas no
organismo. Existem tanto formas pré-angiogénicas, como anti-angiogénicas, sendo que
essas Ultimas podem explicar mais da metade do VEGF total encontrado em condi¢cdes
normais. A presenca dos dois tipos de isoformas reflete a complexidade da via e sugere que
a angiogénese € resultado do equilibrio entre as atividades das isoformas
(DEHGHANIAN; HOJATI; KAY, 2014).

CondicOes patoldgicas sdo caracterizadas pelo desequilibrio entre as atividades
dessas variedades de VEGF (DEHGHANIAN; HOJATI; KAY, 2014). Possivelmente, a
auséncia de diferencas nos niveis plasmaticos de VEGF, entre os grupos controle e com
DF, se deva a realizagdo da quantificacdo total de VEGF, sem distin¢do entre as isoformas.

Em outras palavras, a propor¢do de isoformas pré-angiogénicas e anti-angiogénicas pode
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ser diferente entre os grupos, mesmo que o0s niveis médios totais de VEGF ndo apresentem
variacao.

As comparacOes entre 0s genotipos da DF mostram que individuos com Hb SS
apresentam valores medios maiores para as quantificacdes plasmaticas das citocinas
inflamatorias IL-1p, IL-8, TNF-o e TGF-B1. Para 0 TGF-B1, valores mais elevados foram
encontrados, também, para o grupo com Hb SD. Essas observacGes condizem com 0s
resultados encontrados nas avalia¢es para os parametros hemoliticos, os quais foram mais
elevados no gendtipo Hb SS, seguido pelo grupo com Hb SD. A existéncia de variacdo
fenotipica entre os diferentes genotipos da doenca é conhecida, sendo a anemia falciforme
a condicdo de maior gravidade, acompanhada pela maior intensidade na inflamacéo e
liberacdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias, em comparacdo aos demais genotipos,
especialmente o gen6tipo Hb SC (STEINBERG, 2008; STEINBERG, 2009; SERJEANT,
2013).

Em relacdo a ANXAL, embora os niveis médios plasméticos tenham sido menores
em individuos com DF em relacdo ao controle sem hemoglobinopatias, os portadores do
gendtipo Hb SS apresentaram valores trés vezes superiores aos encontrados nos demais
genotipos da doengca. Como mencionado anteriormente, a ANXALl é abundante
principalmente em neutrdfilos, os quais podem externalizar grandes quantidades (50% a
70%) dessa proteina no plasma, especialmente em resposta as citocinas liberadas durante
0s processos inflamatérios e durante o extravasamento de neutrofilos (PERRETI, 1997;
PERRETI; FLOWER, 2004; OLIANI et al., 2001). E possivel que nos pacientes com Hb
SS, condicdo inflamatéria mais grave da DF, maior quantidade de ANXA1l seja
externalizada, em comparagdo aos gendtipos menos graves, mesmo que 0s niveis atingidos
ainda sejam menores do gque os encontrados em individuos sem a doenca. Esse poderia ser
um mecanismo compensatorio de externalizacdo, na tentativa de resolucdo do quadro
inflamatorio, que é mais grave nesse grupo. Ainda, como um dos principais mecanismos
que desencadeia a externalizacdo da ANXAL é o contato entre neutréfilos e células
endoteliais, acreditamos que 0s processos vaso-oclusivos ocorrendo em maior escala no
gendtipo Hb SS sejam potenciais estimuladores para a externalizacdo e secrecdo de
ANXA1 e possam explicar os maiores niveis plasmaticos da proteina encontrados para
esse genotipo.

Comparando os valores de leucdcitos totais, neutrdfilos e plaquetas entre os

gendtipos da DF, verificamos que o comportamento desses parametros € semelhante ao
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encontrado para as citocinas inflamatérias. Os neutréfilos representam as células imunes
mais abundantes na circulacdo e podem estar envolvidos na promocdo de doencas
inflamatorias. Na DF, a quantidade de neutréfilos circulantes esta positivamente
relacionada a gravidade de manifestacdes clinicas apresentada pelos pacientes, tornando a
contagem de leucdcitos, mais especificamente de neutrofilos, um importante fator de risco
para a DF (ZHANG et al., 2016). Em nosso estudo, a leucocitose esteve presente nos
individuos com DF e a quantificacdo de neutréfilos foi elevada, sobretudo, nos genotipos
Hb SS e Hb SD, os quais apresentaram maior intensidade hemolitica e maiores niveis de
marcadores inflamatorios.

As plaquetas, que também estiveram elevadas na DF, principalmente no genétipo
Hb SS, apesar de serem essenciais a homeostase, podem promover a inflamagdo. Na DF,
plaquetas circulam em estado ativado, com agregacdo anormal e propriedades adesivas
aumentadas, devido a expressdo de moléculas de adesdo (ZHANG et al., 2016). Além
disso, as plaquetas também produzem quantidades relevantes de citocinas inflamatorias,
como o TGF-B1. O TGF-B1 ¢ um componente normal dos granulos alfa de plaquetas e a
maior parte da citocina circulante é proveniente da degranulacdo dessas plaquetas
(MEYER et al., 2012; REDONDO; NAVARRO-DORADO; RAMAJO, 2012). Tendo em
vista essa relacdo entre a inflamacéo, a ativacdo plaquetéria e os niveis de TGF-B1, o artigo
cientifico intitulado “Plasma levels of TGF-f1 in homeostasis of the inflammation in sickle
cell disease” foi redigido e publicado na Cytokine (ISSN: 1043-4666) (APENDICE E).

53 POLIMORFISMOS GENETICOS E NIVEIS PLASMATICOS DOS
MARCADORES DE INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE

Embora a escolha de todos os polimorfismos rastreados tenha sido baseada em
relatos na literatura sobre a relacdo desses na regulagdo génica e, consequentemente, na
expressdo das proteinas, ndo encontramos, em nossos resultados, influéncia da maioria dos
polimorfismos investigados nos grupos de estudo. Sabe-se que a via inflamatoria é
complexa e a maioria das citocinas apresenta atividade pleiotropica, de modo que inimeros
fatores podem estar envolvidos no estimulo ou inibicdo da producdo das diferentes
citocinas. Possivelmente, em virtude dessa complexidade, ndo pudemos relacionar a
heranga de apenas um polimorfismo dos genes avaliados aos valores circulantes das

proteinas por eles codificadas.
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Ademais, a complexidade das vias envolvidas na fisiopatologia da DF e na
modulacdo de sua expressdo fenotipica pode exercer influéncia nas quantificacbes
realizadas e, dessa forma, mascarar o papel de polimorfismos genéticos nos valores de
marcadores estudados isoladamente. Estudos de expressao génica, por exemplo, mostraram
que eritrdcitos contendo Hb S, por si sO, sdo capazes de promover a super-regulacdo
endotelial de TNF-a e IL-1, por mecanismos diretos ou indiretos ainda ndo completamente
elucidados (BROWN; WICK; ECKMAN, 2001; HOPPE, 2014). Estudos também
demonstram a expressdo diferencial de mais de 100 genes envolvidos na inflamacéo,
metabolismo do heme, regulacdo do ciclo celular, resposta antioxidante e angiogénese em
células mononucleares de sangue periférico de pacientes com DF (JISON et al., 2004).

Para 0 VEGF, no entanto, encontramos uma relacdo ndo esperada entre o
polimorfismo e os niveis plasmaticos da proteina. De acordo com a literatura, a presenca
do alelo mutante A, do SNP -2578C/A, confere menores niveis de VEGF do que o alelo
selvagem C. De fato, nossos resultados mostraram essa diminui¢do para o genotipo AA,
porém, a heranca do alelo A em heterozigose conferiu niveis bastante elevados de VEGF
no grupo com Hb SS.

Chen, Dawes e Mattey (2012), analisando o polimorfismo -2578C/A em individuos
de origem caucasoide com artrite reumatoide, observaram niveis séricos de VEGF
reduzidos em portadores do gendtipo AA, em relacdo aos genotipos CC e CA. No entanto,
0s niveis encontrados para CC e CA ndo diferiram entre si. Em nosso conhecimento, nao
héa relatos na literatura sobre o efeito da sobredominéncia desse SNP nos valores de VEGF,
como encontrado em nosso estudo. E importante lembrar que, além do efeito ja conhecido
do SNP no aumento da transcri¢do génica do VEGF, existe a influéncia da prépria DF, cuja
fisiopatologia é extensamente complexa e pode exercer efeito de interferéncia nos valores
de VEGF, superior aos efeitos causados pelo polimorfismo avaliado.

Nas anélises combinadas dos polimorfismos genéticos e da DF e seus gendtipos,
verificamos que a doenca foi a condicdo responsavel pela variagdo nos niveis plasmaticos
da citocinas inflamatorias e do marcador de hipdxia, acompanhando as analises isoladas.
Em contrapartida os valores de VEGF ndo mostraram sofrer influéncia da doenca, mas,
sim, dos polimorfismos herdados, conforme observado nos topicos anteriores. O HIF-1a
ndo mostrou nenhuma diferenca estatisticamente significante, mostrando que seus niveis
elevados na DF, conforme observado no topico 4.3, ndo foram consideraveis na analise
conjunta com o efeito de seu SNP 1772C/T.
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O polimorfismo 1790G/A (HIF1A) s6 esteve presente em um dos 320 individuos
avaliados neste estudo, perfazendo uma frequéncia de apenas 0,31% em heterozigose. A
baixa frequéncia desse SNP nas amostras avaliadas impossibilitou qualquer analise
estatistica ou inferéncia sobre o seu efeito nos niveis plasmaticos de HIF-1a.

O rastreamento desse polimorfismo nos grupos de estudo foi uma escolha baseada
em relatos da literatura sobre o seu efeito na ativagdo da transcricdo génica do HIF1A,
sendo um potencial indutor de niveis plasmaticos elevados da proteina (TANIMOTO et al.
2003; BAHADORI et al. 2010; KNECHTEL et al. 2010). Alguns estudos encontraram
frequéncia superior a 3,5% para o0s genotipos GA/AA em populagdes austriacas
(KNECHTEL et al. 2010), enquanto outros encontraram frequéncias baixas, como no
presente estudo, em torno de 1,0%, em populagdes turcas e latinas (KONAC et al., 2009;
FERNANDEZ-TORRES et al., 2015). N&o foram encontrados relatos na literatura sobre a
frequéncia do polimorfismo 1790G/A (HIF1A) na populacéo brasileira ou em populacdes
com DF. Assim, este foi o primeiro levantamento realizado mostrando que a frequéncia

desse polimorfismo é baixa nessas populagdes.

54 RELACOES ENTRE OS NIVEIS PLASMATICOS DOS MARCADORES DE
INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE

Pelas analises de regressao linear, observamos, primeiramente, que 0 TNF-a
influenciou nos valores de IL-8, HIF-1a ¢ VEGF. O TNF-a corresponde a primeira
citocina a ser liberada na circulacdo durante a inicializacdo da resposta inflamatdria,
agindo na estimulacdo de outros mediadores mais tardios (MONACO et al., 2015). Os
efeitos pro-inflamatérios do TNF-a sdo mediados pela ativagao de NF-kB, que regula
proteinas como IL-6, IL-8 e quimiocinas, além de retroalimentar a producéo e liberagéo de
TNF-o (AGGARWAL; GUPTA; KIM, 2012). Esse efeito do NF-kB sobre a IL-8 pode
explicar a dependéncia encontrada para a IL-8 e 0 TNF-a observada neste estudo.

O ambiente de hipoxia criado pela condicdo inflamatoria culmina no estimulo de
HIF-1a, sendo o TNF-a um potencial indutor desse fator de transcricdo em macrofagos.
Além dos mecanismos pos-traducionais de regulagdo do HIF-1a ja conhecidos, que
envolvem a estabilizacdo da subunidade alfa em condi¢bes hipoxia, existem, também,
mecanismos regulatorios transcricionais independentes do oxigénio. Esses, sdo regulados

pela ativacdo da transcri¢cdo génica do HIF1A por meio do NF-kB, o qual desempenha seu
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papel em decorréncia da ativacdo pelo TNF-a (PALAZON et al., 2014). Assim, a
inflamacdo e a hipdxia sdo eventos intimamente relacionados, condizendo com a
dependéncia encontrada neste estudo para os marcadores TNF-o e HIF-1a. A condicédo
inflamat6ria também pode induzir a expressdo de VEGF, devido a acdo de citocinas
inflamatorias, sendo 0 TNF-a a principal delas (COSTA; INCIO; SOARES, 2007; BAO et
al., 2009; DEHGHANIAN; HOJATI; KAY, 2014), conforme observado em nossos
resultados.

Também pudemos verificar que a IL-1p exerceu influéncia nos valores de IL-8,
TGF-B1 e VEGF. Embora ocorra em quantidades relativamente baixas na circulagdo, a IL-
1B ¢ uma das citocinas mais importantes na cascata inflamatoria, juntamente com o TNF-a.
Ambos participam da resposta inflamatoria inicial, desencadeando a expressdo e ativacao
de mediadores secundarios, com acgédo pré ou anti-inflamatdria, como € o caso da IL-8 e do
TGF-f (DINARELLO, 2011; LEAL et al., 2013; PALOMO et al., 2015), e, também,
influenciando em fatores angiogénicos, como o VEGF (COSTA,; INCIO; SOARES, 2007,
DINARELLO, 2011).

Embora 0 TNF-a ¢ a IL-1B atuem juntos nas etapas iniciais da inflamagdo, nao
encontramos relacdo direta entre eles em nosso grupo. Muitos estudos mostram que a
producdo periférica de IL-1p leva ao aumento de TNF-q, e vice-versa, porém, em algumas
outras condigdes e/ou tecidos, essa relacdo pode ndo ocorrer (LEAL et al., 2013).
Observamos, aqui, que 0s niveis de ambas as citocinas estiveram elevados na DF e, a
auséncia de dependéncia entre elas, sugere a participacdo de outros gatilhos de ativacdo das
vias, causados, possivelmente, por situagdes intrinsecas da doenca.

Como mencionado, a IL-8 mostrou-se responsiva as citocinas pro-inflamatérias
TNF-a ¢ IL-1B, bem como indutora de TGF-B e VEGF. O papel quimiotatico de
neutrofilos, desempenhado pela IL-8, ocorre em resposta ao estimulo promovido por
mediadores inflamatdrios iniciais da cascata inflamatdria. E bem documentado na literatura
que sua expressdo aumenta como consequéncia da acdo do IL-1p e do NF-kB, estimulado
pelo TNF-a, na transcri¢ao do seu gene 1L8 (JUNDI; GREENE, 2015).

Em resposta a inflamacdo desencadeada pelas citocinas pro-inflamatorias, ha a
producéo e liberacdo de TGF-B1, especialmente por macrofagos ativados e plaquetas. O
TGF-B1 é uma citocina com propriedades pro, mas, principalmente, anti-inflamatorias. Seu

T

células de defesa, ativacdo da apoptose de linfdcitos B e diminuicdo da resposta efetora de
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neutréfilos e macrofagos. Além disso, 0 TGF-B1 ¢é capaz de polarizar neutréfilos e
macrdfagos do seu estado pré-inflamatdrio, para o estado anti-inflamatério (ORTEGA-
GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013; HEADLAND; NORLING, 2015).

Com base no exposto, acreditamos que a elevacdo dos niveis plasmaticos das
citocinas proé-inflamatdrias, encontrados na DF, tenha sido o estimulo para os niveis
elevados de TGF-B1, especialmente no gendtipo SS. Os resultados significantes obtidos
nas regressoes lineares corroboram a influéncia da IL-1P ¢ da IL-8 nesses valores. Apesar
dos niveis plasméaticos de TGF-B1 elevados na DF, somados ao seu efeito anti-
inflamatorio, o quadro inflamatério mostrou-se presente em todos os grupos avaliados.
Possivelmente, em virtude dos estimulos pro-inflamatérios cronicos caracteristicos da DF,
0s agentes anti-inflamatérios endogenos ndo sdo capazes de conter a propagacdo da
inflamacdo nesses individuos.

A ANXAL, por sua vez, acompanhou os valores obtidos para 0 TGF-B1 na DF.
Poucos estudos até 0 momento investigaram a relacdo entre essas duas proteinas anti-
inflamatorias. Neymeyer et al. (2015), analisando efeitos antifibréticos em fibroblastos
renais de ratos, verificaram que a administracdo de TGF-B levou ao aumento da producao
de ANXAL, sugerindo que a biossintese e liberacdo de ANXAL pode ser induzida pelo
TGF-B. A relagdo encontrada em nosso estudo concorda com esses resultados, no entanto,
0s mecanismos pelos quais essa inducdo poderia ocorrer ndo foram esclarecidos.

A relacdo negativa encontrada entre os valores plasmaticos de ANXA1 e VEGF no
gendtipo Hb SB-tal é contraria aos resultados obtidos nos estudos de C6té et al. (2010) e
Pin et al. (2012), que verificaram aumento da expressdo de ANXAL nas células endoteliais
devido a acdo do VEGF. N&o h& outros estudos na literatura investigando essa relacdo, mas
é possivel que esses resultados discordantes possam ser devido a progressdo do processo
inflamatorio, decorrente dos baixos niveis de ANXAL, levando a ativacdo endotelial e
consequente expressdo de VEGF. No entanto, estudos adicionais sdo necessérios para
confirmar essa hipotese.

O VEGEF, por fim, respondeu positivamente a todas as citocinas pro-inflamatorias e
ao HIF-1a, mostrando relagdo existente entre inflamacéo, hipdxia e angiogénese. A relacéo
encontrada entre os fatores de angiogénese e hipoxia era esperada, uma vez que o VEGF ¢
o principal alvo transcricional do HIF-1a. A inflamagdo cronica e a angiogénese sdo
eventos que ocorrem juntos, e a hipoOxia participa dos dois processos, seja como estimulo
ou consequéncia (COSTA; INCIO; SOARES, 2007). A inflamacdo envolve a ativacdo
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endotelial, devido a acdo de citocinas e aos eventos de migracdo e extravasamento de
células imunes. De fato, estudos ja observaram relacdo entre a resposta imune e a
vascularizagdo. Em contrapartida, a angiogénese sustenta a inflamacdo, por prover
oxigénio e nutrientes aos sitios inflamatérios (COSTA; INCIO; SOARES, 2007) e, no caso
da DF, de maneira sistémica. A producdo de VEGF também pode ocorrer durante a
resolucéo da inflamacéo, na qual mediadores reparadores dos danos gerados sdo secretados
(ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).

Algumas das relacdes descritas foram observadas apenas no grupo com DF, o qual
apresenta estimulo pré-inflamatério constante. No grupo controle, composto por
individuos sem clinica ou quaisquer interferentes evidentes na via inflamatoria,
provavelmente, ndo houve estimulo suficiente para gerar todas as relagdes de causa e efeito

mensuraveis.

55 POLIMORFISMOS GENETICOS E NIVEIS PLASMATICOS DOS
MARCADORES DE INFLAMACAO, HIPOXIA E ANGIOGENESE EM STA
E RETINOPATIA PROLIFERATIVA

Analisando-se a ocorréncia de STA e retinopatia nos diferentes genétipos da DF,
foi observada uma frequéncia elevada de STA e retinopatia proliferativa em genotipos
especificos da DF, sendo eles Hb SS e Hb SC, respectivamente. A andlise de chances, no
primeiro caso, mostrou um aumento de 2,7 vezes e, no segundo caso, 4,6 vezes.

A STA ¢é iniciada por trés grandes gatilhos ocasionados pela oclusdo vascular, que
incluem infeccdo pulmonar, embolia gordurosa na medula e sequestro intravascular de
eritrocitos falcizados no pulmdo, resultando em danos ao orgao (GLADWIN;
VICHINSKY, 2008). E uma complicago clinica grave e sua incidéncia na DF é relatada
como dependente do gendtipo. Afeta principalmente criancas, embora sua maior gravidade
se dé em adultos, e ¢é bastante comum na homozigose para Hb S (BALLAS et al., 2012). A
retinopatia proliferativa € uma complicacdo ocular ocasionada pela oclusdo da
microvasculatura periférica da retina, resultando em isquemia da retina com consequente
neovascularizacdo. Na DF, por razbes ainda ndo completamente elucidadas, afeta
principalmente portadores de Hb SC, enquanto complicagdes mais graves predominam em
individuos com Hb SS (FADUGBAGBE et al., 2010).
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Pacientes com Hb SS apresentam complicagOes sistémicas e de maior gravidade,
com multiplos eventos vaso-oclusivos que resultam, geralmente, em danos a 6rgaos. Ja 0s
pacientes heterozigotos, cursam com menos complicacBes sistémicas, porém, com maior
chance de desenvolvimento de processos vaso-oclusivos em pequenos vasos como o0s da
retina. Provavelmente, esse gendtipo mais benigno é o responsavel pela maior prevaléncia
de retinopatia em pessoas com Hb SC. Um dos mecanismos postulados para explicar esses
numeros € que o quadro hemolitico mais brando na doenca SC preserve a circulagdo na
retina, permitindo a ocorréncia de lesdes proliferativas, em pequena escala e em
longoprazo. Em homozigotos, por outro lado, processos vaso-oclusivos ocorrem em maior
extensdo, causando danos de maior escala e, consequentemente, os danos proliferativos sao
mais raros (ELAGOUZ et al., 2010; SCOTT; LUTTY; GOLDBERG, 2013; MELO, 2014).
Neste estudo foi observada maior ocorréncia de STA, uma complicacdo sistémica e grave,
no gendtipo homozigoto, cuja gravidade hemolitica foi mais elevada em relacdo aos
demais grupos. Ao passo que, em individuos com Hb SC, que apresentaram hemolise
menos intensa, a retinopatia proliferativa foi a manifestacdo fenotipica mais comum.
Alguns fatores responsaveis pelo progndéstico desfavoravel de retinopatia no gendétipo Hb
SC em comparagdo ao gendtipo homozigoto ja foram relatados na literatura, como
menores valores de Hb F e maiores niveis de hemoglobina total, quantidade de células
vermelhas e hematdcrito (FOX et al., 1990; LEVEZIEL et al., 2011). Analisando tais
fatores em nossos grupos de estudo, também encontramos essa mesma relagdo, com
destaque para concentracdo média de Hb F, que foi cerca de sete vezes menor no
genotipoHb SC, em relagdo ao grupo Hb SS, e representa o principal pardmetro
laboratorial envolvido com a retinopatia proliferativa (LEVEZIEL et al., 2011).

Quanto aos polimorfismos aqui avaliados, ndo foram observadas associa¢fes
significantes com as complica¢BGes clinicas de STA e retinopatia proliferativa. Na
literatura, também ndo foram encontrados estudos de associacdo com resultados
significativos entre a heranca desses polimorfismos e os referidos fenotipos. Vicari et al
(2015), recentemente, analisaram o polimorfismo -511C/T (IL1B) em pessoas com anemia
falciforme e buscaram relacionar a heranca do mesmo com a ocorréncia de
complicacdesclinicas da doenga, entre elas a STA e a retinopatia proliferativa. Ndo foram

observadas associacdes significantes entre essas variaveis.
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Em consulta ao banco de dados ClinVar, buscamos por relatos cientificos sobre
uma possivel relacdo entre os polimorfismos avaliados e a significancia clinica desses.
Também ndo foi encontrada nenhuma associacdo descrita entre essas variantes genéticas e
os fenotipos de STA e retinopatia proliferativa. Dessa forma, nossas observa¢es apontam
que os polimorfismos avaliados neste estudo ndo contribuem direta e significantemente
para o desenvolvimento de STA e retinopatia proliferativa na DF.

Os niveis plasmaticos dos marcadores avaliados entre 0s casos positivos e
negativos de STA e retinopatia proliferativa ndo variaram significantemente nos genotipos
da DF. Embora seja descrito na literatura que a condi¢do inflamatéria esta associada a
ocorréncia de STA e que 0s processos angiogénicos estdo ligados ao desenvolvimento
deretinopatia proliferativa, ndo encontramos essa relacdo no presente estudo.

Resultados concordantes também foram obtidos por Cruz et al. (2015), que
compararam os niveis plasmaticos de IL-1B, TNF-a e VEGF em individuos com DF entre
casos de retinopatia proliferativa, retinopatia nao-proliferativa e auséncia de retinopatia, e
ndo observaram nenhuma relacdo significante. Por outro lado, Cavalcante et al. (2015),
avaliando os niveis séricos de TNF-a entre pacientes com DF, com e sem historico de
STA, encontraram niveis mais elevados da citocina no grupo de individuos com STA, em
relagdo a individuos que nunca apresentaram a manifestagdo. No entanto, consideramos
que existe uma limitacdo na associagcdo de tais marcadores com as complicagdes clinicas
da DF, neste e em outros estudos. Considerando que as quantificagfes, na maioria dos
casos, sdo realizadas em época posterior ao aparecimento das manifestacdes, acreditamos
que os valores obtidos podem ndo refletir aqueles apresentados pelos individuos
nomomento do surgimento das complica¢Bes clinicas obtidas a partir dos prontuarios
médicos.

Com essas consideracfes, 0 aumento ou diminui¢do das citocinas inflamatdrias e
dos fatores responsivos a hipoxia avaliados no presente estudo, em funcdo das
manifestacdes clinicas de STA e retinopatia proliferativa, podem ter sido mascarados pelo
tempo decorrido entre 0 momento de surgimento da complicacdo e a coleta das amostras
para dosagem dos marcadores. Durante o levantamento das informacdes clinicas dos
pacientes com DF, para a realizacdo do ultimo objetivo proposto no estudo, foi possivel
notar uma diversidade de eventos fenotipicos relatados nos prontuérios de portadores do
gendtipo Hb SD. Os resultados encontrados foram apresentados no Simposio Brasileiro de

Doenca Falciforme, realizado em Vitéria-ES, no ano de 2015, na forma oral, e originaram

1 ClinVar: banco de dados online, de acesso livre, com relatos descritos e suportados cientificamente, sobre a
relacdo entre variantes genéticas humanas e fenétipos. Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
acesso em dezembro/2015.
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um artigo cientifico (Rapid Communication) intitulado “Phenotypic diversity of the sickle
cell disease in double heterozygous SD-Los Angeles”, submetido ao Hematology (ISSN:
1024-5332) (APENDICE F).

Com o disposto, o estudo reuniu importantes achados sobre o comportamento de
marcadores relacionados as vias de inflamacdo, hipdxia e angiogénese em diferentes
formas de heranca genética da DF. Em nosso conhecimento, essa investigacdo corresponde
a primeira abordagem realizada considerando as trés vias fisiopatoldgicas e os quatro
genotipos da DF mais comuns na populacdo brasileira. Ainda, esse € o primeiro estudo
sobre os niveis plasmaticos de ANXAL na DF. Os resultados aqui obtidos contribuem para
o melhor entendimento da complexidade da DF e abrem novos caminhos para futuras

exploracdes a cerca da sua fisiopatologia.
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6

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir:

1.

Individuos com doenca falciforme (DF) apresentam quadro hemolitico cronico,
cuja intensidade ¢ maior no genotipo Hb SS, seguido pelos gendtipos Hb SD, Hb
SB-tal e Hb SC, respectivamente. Portadores do gendtipo Hb SD apresentam

quadro hemolitico similar aquele encontrado para os homozigotos Hb SS.

Os polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -509C/T
(TGFB1) e 1772C/T (HIF1A) estdo presentes na populacdo estudada, porém, a
frequéncia do SNP 1790G/A (HIF1A) é muito baixa em relacdo aos achados da
literatura para outras populagdes.

As citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-8 e TNF-a ¢ a citocina anti-inflamatoria
TGF-B1 estdo elevadas na DF, em relagdo ao grupo controle, especialmente no
gendtipo Hb SS, revelando a condicdo inflamatoria cronica da DF e maior
gravidade inflamat6ria da forma homozigota. A proteina enddgena ANXA1L esté
diminuida na DF, em comparacdo aos individuos sem hemoglobinopatias,
evidenciando o desequilibrio entre a resposta inflamatoria e o processo de
resolucdo, porém, em individuos com Hb SS, os niveis plasmaticos de ANXAL séo
maiores em relacdo aos demais gendtipos da DF. O fator induzido por hipéxia HIF-
la esta elevado na DF, indicando a hipoxia tecidual e sistémica, sem distingao entre
0s gendtipos que conferem a doenca. Os niveis plasmaticos totais de VEGF néo

diferem entre pacientes com DF e individuos sem hemoglobinopatias.

Os polimorfismos -511C/T (IL1B), -251A/T (IL8), -308G/A (TNFA), -509C/T
(TGFB1) e 1772C/T (HIF1A) nédo interferem nos niveis plasmaticos das proteinas
codificadas pelos respectivos genes. Por outro lado, a presenga do genétipo AA
para o polimorfismo -2578C/A (VEGF) confere niveis reduzidos de VEGF,
enquanto o gendtipo CA associa-se com niveis mais elevados do fator em

portadores do genoétipo Hb SS da DF, indicando efeito de sobredominancia.
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5. Na DF, inflamac&o, hipOxia e angiogénese sdo eventos intimamente relacionados.
O TNF-a e a IL-1p promovem producdo e liberagdo de outras citocinas
inflamatdrias, como IL-8 e, consequentemente, TGF-B1; enquanto o VEGF é
estimulado tanto pelas citocinas inflamatdrias TNF-a, IL-1B ¢ IL-8, quanto pelo
fator responsivo a hipdxia HIF-1a. A liberacdo de ANXAL responde positivamente

aos niveis de TGF-B1 e, negativamente, aos de VEGF.

6. Os niveis plasmaticos de IL-1pB, IL-8, TNF-a, ANXAL, TGF-1, HIF-1a ¢ VEGF,
assim como os polimorfismos investigados nos seus respectivos genes, ndo estao

relacionados a ocorréncia de STA e retinopatia proliferativa na DF.

Associadas, essas conclusfes mostram que a inflamacdo é uma condicdo presente
em todos 0s gendtipos da DF, com intensidade variavel e dependente da gravidade da
doenga, sendo maior em individuos com Hb SS e Hb SD, e relacionada, também, aos

processos de hipoxia e angiogénese.
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APENDICE A — Testes classicos de diagndstico de hemoglobinopatias

o Anélise da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)*

Esfregaco sanguineo realizado em l&mina a partir de uma gota de sangue total.
Apos visualizagdo em microscopio de luz, em objetiva de 40x, de acordo com a quantidade
e intensidade de células microciticas, hipocromicas e com altera¢Bes de forma, as amostras
foram classificadas segundo padronizacdo do LHGDH:
- Auséncia de alteracdes (N).
- Alterac0es discretas (+).
- AlteragGes moderadas (++).

- AlteracOes acentuadas (+++).

o Avaliacdo da resisténcia dos eritrdcitos a hemdlise (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Reagentes:
Solugéo Estoque NaCl a 10% pH 7,4:
SINACH o 909
NP o YO 1,36 g.
= NaHPO4HO e 0,28 g.
- Agua destilada 0.5.p. .ovoveveveeeiieeeeeee e, 100 mL.

Solucéo trabalho:
S INACT 100 .o 36 mL.
- Agua destilada 0.5.p c.ovoveevveeeeerceeeee e 1000 mL.

Procedimento: Em um tubo de ensaio, foram colocados 2,0 mL de solucédo de NaCl
a 0,36% e 10 uL de sangue total, com posterior agitacdo por inversdo. A leitura foi feita
apos 10 minutos.

Interpretacdo: O tubo de ensaio com a solucdo foi colocado a 2,0 cm de uma folha
branca com listras negras. Amostras negativas para o teste permitiram a facil visualizacéo
das listras, enquanto amostras positivas ndo permitiram essa visualizacdo, j& que a

resisténcia aumentada a hemolise torna a amostra opaca.

1 BONINI-DOMINGOS, C. R. Metodologias laboratoriais para o diagnostico de Hemoglobinopatias e
Talassemias. S&o José do Rio Preto: HN, 2006.
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o Analise do padrao de migracdo das hemoglobinas em eletroforese em pH alcalino
(MARENGO-ROWE, 1965)"

Reagentes:
Tamp&o TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6:
- Tris hidroximetil aminometano ............cccoeevveieiieece e, 10,2 g.
- Acido etilenodiaminotetraCltiCo .........ovovvveveeeeeveeeeeesseeeeneen, 0,6 .
= ACTHO BOFICO .ottt 3.20.
- AQua desStilada 0.5.p ..ovvveeeeeeeeeeeeeeee e, 1000 mL.

Corante Ponceau:

SPONCRAUS ... 0,5g.
- ACIdO trCIOrOACELICO ... 5,00.
- AQua destilada 0.5 c.vveveeeeeieeeseeeeee e, 100 mL.

Solucgéo descorante:

- Acido acético glacial ..........cccocevevveerceeieieecee e 100 mL.
S IMELANOI ... 50 mL.
- AQua destilada 0.5 c.vveeveeieeiieceseee e, 1000 mL.

Procedimento: Apds estarem submersas em tampdo TEB, durante 15 minutos, as
fitas de acetato de celulose foram secas, com auxilio de papel absorvente. Depois de secas,
as fitas foram colocadas na cuba de eletroforese e os compartimentos eletroliticos foram
conectados com auxilio de papel filtro. O hemolisado de hemoglobinas foi aplicado nas
fitas de acetato de celulose com distancia de 1,0 cm da extremidade da fita que estava em
contato com o polo negativo, recebendo 300 volts por 30 minutos.

Interpretacdo: Apoés corrida eletroforética, o padrdo de migracdo foi observado. Em
alguns casos, as fitas coram coradas com Ponceau para melhor visualizacdo e/ou
armazenamento. Para a coloracéo, as fitas foram submersas no corante durante 5 minutos

e, posteriormente, embebidas em solucdo descorante por pelo menos 30 minutos.

1 MARENGO — ROWE, A. J. Rapid electrophoresis and quantitation of haemoglobin on cellulose acetato.
Journal of Clinical Pathology. v. 18, n. 6, p. 790-792, 1965.
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o Analise do padrao de migracdo das hemoglobinas em eletroforese em pH acido
(VELLA, 1968)"

Reagentes:
Tampéo Fosfato pH 6,2 (Para uso nos compartimentos eletroliticos e

confecgédo do gel)

= NAZHPO, oo 2,02 g.
= NaH2PO4.H20 ..o 7,66 g.
- Agua destilada 0.5.p ...oveevvevereeeeieceee s 1000 mL.

Gel de Agar-Fosfato:
= AQAI-A0A0 ..o, 500 mg.
- Tampé&o fosfato PH 6,2.......ccccoeiiiiiiiiii e, 25 mL.

Procedimento: Misturou-se o agar-fosfato ao tampdo fosfato até a dissolugdo. A
mistura foi levada ao microondas por 1 minuto, com intervalos para agitacdo. Pipetou-se
5,0 mL do gel em uma lamina de microscopio, deixando-as gelificar em temperatura
ambiente. As amostras foram, entdo, aplicadas na porcdo média da lamina. Utilizou-se
papel filtro para promover a conexdo entre o gel e os compartimentos eletroliticos,
passando 100 volts durante 30 minutos.

Interpretacdo: Apos corrida eletroforética, o padrdo de migracao foi observado. Em

alguns casos, as laminas foram coradas com Ponceau.

o Quantificacdo das fracbes de hemoglobinas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD, 1999)

Procedimento: Foram misturados 5 pL de sangue total e 1,0 mL de solugéo
hemolisante fornecida no kit de analise. Os hemolisados foram alojados no equipamento e
os procedimentos foram realizados conforme pré-programacéo de leitura das amostras.

Interpretacdo: A quantificacdo das fracGes de hemoglobina foi realizada a partir dos
valores de porcentagem e tempo de retencdo, comparada aos valores de calibracéo
especificos, fornecidos pelo fabricante, e emitidos em modelo préprio que incluiu valores
numéricos e perfil cromatografico. Valores de Hb A, considerados normais foram de 2,5 a

3,5% e os de Hb F até 1,0%, previamente estabelecidos pelo fabricante.

1. VELLA, F. Acid agar gel electrophoresis oh human hemoglobins. American Journal of Clinical
Pathology. v. 49, n. 3, p. 440-442, 1968.
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APENDICE B — Anélises moleculares para confirmacéo dos gendtipos da DF

o Extracdo do DNA (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 1989)

Reagentes:
1. Solucdo de lise 1 (lise de células vermelhas) para extracdo de DNA

- 5aCaAr0Se 0,32 M ...oiiiiii e 10,95¢.
=THS HCE 10 MM oo ImL.
=MGCL BMM Lo 0,5 mL.
= THIEON 19 100X ..vveeeeiieiiieieeie e e nne e 1 mL.
- Agua ultrapura autoclavada ...............ccceceeeverererrnennnnne, 100 mL.

2. Solucao de lise 2(lise de células brancas) para extracdo de DNA

SNACH 0,075 M oot 2,19¢.
- EDTA 0,02 M (solugéo estoque pH 8,0) .....ccceovvvvervrirrinnne. 20 mL.
= AQUA UITAPUIA ... 500 mL.

3. Proteinase K (20 mg/mL):

- Proteinase K ... 20 mg.
= AQUA UITAPUIA ... 1 mL.
4. Cloroférmio/alcool isoamilico 24:1:

- ClOroformio.......ccocoieeccceece e 24 mL.

= AL1COOI ISOAMINICO oo 1mL.

5. SDS 10%:

6. Etanol 70%

7. Fenol

1. SAMBROOK, J.; FRITCSH, E.F.; MANATIS, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ed.2, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
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8. KCI 2M:
- KCI (peso molecular 74,55 Q) ..ccoovvevveceiieceee e 1491 g.
- Agua ultra pura autoclavada g.5.p. .......cccevevrverervrneenianen. 100 mL.

Procedimento: Cerca de 500 a 800 uL de amostras de sangue periférico, colhidas
em tubos contendo EDTA, foram colocados em tubos eppendorf e o volume foi
completado para 1,5 mL com solucgéo de lise 1. Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 6500 rpm.

O sobrenadante foi descartado, deixando-se aproximadamente 300 uL de pellet no
tubo, e a esse precipitado adicionou-se novamente solucédo de lise 1, até completar 1,0 mL.
As amostras foram agitadas até dissolucdo do pellet e descansaram por 10 a 15 minutos em
temperatura ambiente antes de serem centrifugadas novamente por 5 minutos a 6500 rpm.
O sobrenadante foi descartado e esse procedimento de lavagem foi realizado mais uma vez.

Ao pellet foram adicionados 450 pL de solucédo de lise 2, 25 pL de SDS 10% e 5
uL de proteinase K (20 mg/mL). Ap6s homogeneizacao, as amostras ficaram incubadas em
banho-maria a 37°C overnight ou a 42°C por 3 horas. Apos o periodo de incubacéo, foram
adicionados 500 uL de fenol e as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 6500
rpm durante 5 minutos.

A fase superior foi transferida para outro tubo e foram adicionados 500 pL de
solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas por mais 5 minutos a 6500 rpm e o procedimento foi repetido por mais uma
Vez.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 50 puL de KCL gelado e
500 pL de etanol 100%, também gelado, foram adicionados. O tubo foi invertido varias
vezes, até ocorrer a precipitacdo do DNA, e centrifugado por 30 segundos a 14000 rpm.
Descartou-se 0 sobrenadante e lavou-se o DNA, que ficou aderido ao tubo, com 200 pL de
etanol 70% gelado. As amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 14000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e os tubos passaram cerca de 15 minutos secando.

O DNA foi re-hidratado com 50 pL de agua ultra pura e ficou descansando
overnight em temperatura ambiente, para total solubilizacdo da amostra. As amostras

foram estocadas a -20°C para posterior analise.
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o PCR-RFLP para identificacdo de Hb Se Hb C

Para amplificacdo da regido que envolve o sexto codon da globina beta, local onde
estdo as mutacdes para Hb S e Hb C, foram utilizados os seguintes oligonucleotideos

iniciadores:

- primer sense P 277: 5> - GGCAGAGCCATCTATTGCTTA - 3’
- primer antisense P 278: 5> - ACCTTAGGGTTGCCCATAAC - 3’

Para cada tubo de reacgdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q .o 14,3 uL.
Primer P 277 10 UM ...oouiiiiiiiieieeeeee e, 1,5 puL.
Primer P 278 10 UM ...c.oooviiiieieeeeeeeeeeee e 1,5 uL.
ANTP 1,25 MM oot 1,0 uL.
Tampao Sem MQCly ..oeoovieiiieeeceee e 2,5 uL.
MOCl2 50 MM ..o 3,0 uL.
Taq POlMErase SU ......ccoveieiiieiiieninee e 0,2 uL.
DNA 150 DKL oo, 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:
- Ciclo de 35 repeticdes:
- Desnaturagéo durante 30 segundos a 94°C.
- Anelamento durante 30 segundos a 55°C.
- Extenséo de 1 minuto a 72°C.

- Extensédo de 10 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido por enzima de restricdo

especifica, conforme segue:

Digestdo para identificacdo da Hb S

Tamp&o Fast DIgEST ......ccevveiiiiiiiieieeeeee s 1,0uL.
Enzima Fast Digest Dde I (5’- C{TNAG -3) ..ccoevvvecveeenenns 1,0 pL.
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Produto da PCR ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Digestdo em banho maria por 5 minutos a 37°C.

Na presenca do alelo normal A, a enzima de restri¢do age em trés sitios, originando

quatro fragmentos (201 pb, 88 pb, 87 pb e 6pb). A substituicdo pelo alelo mutante T

elimina um dos sitios de restricdo, sendo produzidos, entdo, apenas trés fragmentos (288

pb, 88 pb e 6 pb). O fragmento de 6pb ndo é visivel.

Digestdo para identificacdo da Hb C

HoO Ml Q e 5,0 uL.
Enzima BseRI (5’- GAGGAG(N)10/8] =37) weeeveerreerreeerieeienns 1,5 pL.
TAMPAO .evvieeeiiiee e e 1,0 uL

Produto da PCR .......cooeiiiiiieeeee e 3,0 uL.

Digestdo em banho maria por 3 horas a 37°C.

Quando o alelo normal G esta presente, o segmento amplificado apresenta um sitio

de restricdo para a enzima, o0 que gera dois fragmentos (278 pb e 104 pb). O alelo mutante

A elimina esse sitio de reconhecimento e o fragmento de 382 pb mantém-se intacto. O

produto da digestdo com as enzimas de restri¢do para as duas reacdes de PCR foi analisado

por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos.

A visualizacdo do gel se deu sob luz UV, apds coloracdo com brometo de etidio.

o PCR-RFLP para identificacdo de Hb D

Para amplificacdo da regido onde se localiza a mutacédo para a Hb D, no codon 121

da globina beta, foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores:

- primer sense CD1:5* - TGCCTCTTTGCACCATTCTA -3’
- primer antisense CD2: 5* - GA CTCCCACATTCCCTTTT -3’

Para cada tubo de reacdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q .o
Tampao sem MQCly ..oeoovieiieieeeeeeeeee e
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MGCl2 50 MM ..o 2,0 uL.
ANTP 5 MM oo 3,0 uL.
Primer CD1 10 UM ...ooiiiiieeeeeeeeeeeee e 2,0 uL.
Primer CD2 10 UM ..o 2,0 uL.
Taq Polimerase SU .......ccccoooieviieiiieniiciececeece e 0,3 pL.
DNA 150 N@/HUL oo 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:
- Desnaturagéo inicial durante 5 minutos a 94°C.
- Ciclo de 35 repeticoes:
- Desnaturacgéo durante 30 segundos a 94°C.
- Anelamento durante 30 segundos a 56°C.
- Extensé&o de 1 minuto a 72°C.

- Extensdo de 10 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 564 pb foi digerido por enzima de restricdo

especifica, conforme segue:

Enzima EcoRI (5’- GJAATTC -3”) e 1,0 pL.
Tampao ECORI 1X ..ccovieiiiieiieieceeeeeeee e 5,0 uL.
Produto da PCR .......oooeiiiiieeeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria por 3 horas a 37°C.

Na presenca do alelo normal G, a enzima EcoRI possui sitio de restricdo na
sequéncia amplificada, gerando, assim dois fragmentos (296 pb e 268 pb). Quando ha a
troca de G por C, o sitio é perdido e apenas um fragmento é observado (564 pb).A digestdo
da PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de
80 V por 30 minutos, e visualizada sob luz UV, ap6s coloragdo com brometo de etidio.

o PCR-AE para identificacdo de beta-talassemia (BERTHOLO; MORERIA, 2006)*

Para todas as reagdes, 0s seguintes oligonucleotideos iniciadores foram utilizados

como controle interno das reac6es, amplificando um fragmento de 639pb:

1. BERTHOLO, L. C.; MOREIRA H. W. Focalizacédo isoelétrica na identificacdo das hemoglobinas. Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. Rio de Janeiro, v. 42 n. 3, p. 163-168, 2006.
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- primer sensi B5a: 5” - GGCTGTCATCACTTAGACCTCA 3’
- primer antisensi B5b: 5°- AGAAGGGGAAAGAAAACATCAA -3’

Mutacéo CD39

Os primers especificos utilizados para amplificagdo dos alelos normais e/ou

mutantes da mutacdo CD39 foram:

- primer sensi PS39W: 5° - GACTCAAAGAACCTCTG - 3’
- primer antisensi PS39M: 5’- GACTCAAAGAACCTCTA -3’

Para cada amostra foram preparados dois tubos de reacdo, um para identificacdo do alelo
mutante e outro para o alelo normal, com volume final de 25 pL:

Alelo Normal (W) Alelo Mutante (M)

HoOMili Q .o 8,0 uL. HoO Mili Q .o 8,0 uL.
Tampao sem MQCly ......ccoceuveaneee. 2,5 uL. Tampao sem MgCly .....ccvevvennnnnen. 2,5 ul.
MQCly 50 MM ..o, 0,75 pL. MGCly 50 MM ... 0,75 uL.
DMSO 100% ..eovvveienierieieieiererienes 1,0 pl. DMSO 100% ..voveeeereeieeiieieieieenn 1,0 pl.
ANTP 5 MM oo, 4,0 uL. ANTP 5 MM oo, 4,0 uL.
Primer B5a2 uM ......cccocveevveienn, 2,5 uL. Primer B5a2 uM .......ccccooeevenenne. 2,5 uL.
Primer BSb2 uM .....cccccoveevvene. 2,5 ul. Primer B5b 2 uM ......cooovveiieien, 2,5 uL.
Primer PS39W 10 uM ............... 2,5 uL. Primer PS39M 10 uM ................. 2,5 uL.
Taq Polimerase 5U ...................... 0,25 pL. Taq Polimerase 5U ...................... 0,25 puL.
DNA 150 ng/pL ..ooovieiiiiieiiee 1,0 pL. DNA 150 ng/uL ..oovvieiiiiieieeee 1,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

- Desnaturagéo inicial durante 7 minutos a 95°C.

- Ciclo de 32 repeticdes:

- Desnaturacgédo durante 50 segundos a 94°C.
- Anelamento durante 50 segundos a 54°C.
- Extensdo de 50 segundos a 72°C.

- Extenséo de 7 minutos a 72°C.
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O tamanho da sequéncia amplificada para esta reacéo é de 439 pb. Os produtos da
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de

80 V por 40 minutos, e visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etidio.

Mutagéo 1VS-1-1

Os primers especificos utilizados para amplificacdo dos alelos normais e/ou

mutantes da mutacdo 1VS-1-1 foram:

- primer sensi IVSIIW: 5 - GTGACCTTGATACCAAC - 3’
- primer antisensi IVSIIM: 5’- GTGACCTTGATACCAAA - 3’

Para cada amostra foram preparados dois tubos de reacdo, um para identificacdo do alelo

mutante e outro para o alelo normal, com volume final de 25 pL:

Alelo Normal (W)

Alelo Mutante (M)

HaO Mili Q oo 8,0 uL. HoO Mili Q oo 8,0 uL.
Tampao sem MQCly ......ccocevveaneeen. 2,5 uL. Tampéao sem MgCly .....ocvevvennnen. 2,5 ul.
MgCl, 50 MM ..., 0,75 uL. MgCl, 50 mM .....ccoevieieiieiee, 0,75 uL.
DMSO 100% ..eovvveienierieieieeeieienes 1,0 pl. DMSO 100% ..ooveneenievieieieieieseeienes 1,0 pl.
ANTPSmM ..o 4,0 uL. ANTPSmM ...cooooiiiiieeeeeee, 4,0 uL.
Primer B5a2 uM ......ccoeveevveienn, 2,5 uL. Primer B5a2 uM........ccccoceeveeuenn. 2,5 uL.
Primer BSb2 uM .....cccocvevveiee, 2,5 ul. Primer B5b 2 uM .....ccoeevveiieienn, 2,5 uL.
Primer IVSIIW 10 pM ................ 2,5 puL. Primer IVSIIM 10 uM ................. 2,5 L.
Taq Polimerase 5U .........ccccc....... 0,25 pL. Taq Polimerase 5U ..............c....... 0,25 pL.
DNA 150 DE/UL oo, 1,0 uL. DNA 150 D2/UL e, 1,0 L.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

- Desnaturacdo inicial durante 7 minutos a 95°C.

- Ciclo de 32 repeticdes:

- Desnaturagéo durante 50 segundos a 94°C.

- Anelamento durante 50 segundos a 54°C.

- Extensdo de 1 minuto a 72°C.

- Extensdo de 7 minutos a 72°C.
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O produto gerado pelos primers especificos foi de 268 pb. A analise dos fragmentos
foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 40

minutos, e visualizados sob luz UV, apés coloracdo com brometo de etidio.

Mutagéo I1VS-1-6

Os primers especificos utilizados para amplificacdo dos alelos normais e/ou

mutantes da mutacéo 1VS-1-6 foram:

- primer sensi IVSI6W: 5 - GTCTTGTAACCTTGATA - 3’
- primerantisensi IVSI6M: 5°- GTCTTGTAACCTTGATG - 3’

Para cada amostra foram preparados dois tubos de reacdo, um para identificacdo do alelo

mutante e outro para o alelo normal, com volume final de 25 pL:

Alelo Normal (W)

Alelo Mutante (M)

HOMili Q oo 7,85 uL. HOMIili Q oo, 7,85 uL.
Tampao sem MQCly ......ccocevveaneeen. 2,5 uL. Tampéao sem MgCly .....ocvevvennnen. 2,5 ul.
MQCly 50 MM ..., 0,75 pL. MGCly 50 MM ..o 0,75 uL.
DMSO 10090 ...ovovevrieerieieieieienen, 1,0 pl. DMSO 1009% ....cvovvenreerieieieieeienee 1,0 pl.
ANTPSmM ..o 4,0 uL. ANTPSmM ...cooooiiiiieeeeeee, 4,0 uL.
Primer B5a2 uM ......ccoeveevveienn, 2,5 uL. Primer B5a2 uM .......cccccovevenennn. 2,5 uL.
Primer BSb2 uM .....cccocvevveiee, 2,5 ul. Primer B5b 2 uM .....ccoeevveiieienn, 2,5 uL.
Primer IVSI6W 10 uM ................ 2,5 uL. Primer IVSI6M 10 uM ................. 2,5 uL.
Taq Polimerase 5U ........ccccevnnee. 0,4 uL. Taq Polimerase 5U ..........ccceeuennene 0,4 uL.
DNA 150 ng/UL .o, 1,0 uL. DNA 150 ng/pL .o, 1,0 uL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

- Desnaturacdo inicial durante 7 minutos a 95°C.

- Ciclo de 32 repeticdes:

- Desnaturagéo durante 50 segundos a 94°C.
- Anelamento durante 50 segundos a 54°C.
- Extensdo de 50 segundos a 72°C.

- Extensdo de 7 minutos a 72°C.
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O segmento amplificado foi de 273 pb. Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos, e

visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etidio.

Mutacgéo 1VS-1-110

Os primers especificos utilizados para amplificacdo dos alelos normais e/ou

mutantes da mutacéo 1VS-1-110 foram:

- primer sensi TB110W: 5° - GGGTGGGAAAATAGACC -3’
- primer antisensi TB110M: 5’- GGGTGGGAAAATAGACT - 3’

Para cada amostra foram preparados dois tubos de reacdo, um para identificacdo do alelo

mutante e outro para o alelo normal, com volume final de 25 pL:

Alelo Normal (W)

Alelo Mutante (M)

HaO Mili Q oo 9,0 uL. HaO Mili Q oo, 9,0 L.
Tampao sem MQCly ......ccocevveaneeen. 2,5 uL. Tampéao sem MgCly .....ocvevvennnen. 2,5 ul.
MQCly 50 MM ..., 1,5 uL. MQCly 50 MM ... 1,5 L.
DMSO 30% weovveveieieieieieeeieienee 1,0 pl. DMSO 30% «eovveviienieeieieieieieeeienne 1,0 pl.
ANTP5MM .o 3,5 uL. ANTP5MM .o 3,5 uL.
Primer B5a2 uM ......ccoeveevveienn, 2,0 uL. Primer B5a2 uM .......cccccovevenennn. 2,0 uL.
Primer B5Sb 2 uM .....cccoeovveieene 2,0 uL. Primer B5b 2 uM .....ccoeevveiieienn, 2,0 uL.
Primer TBI1OW 10 uM .............. 2,0 pL. Primer TBI1OM 10 uM ................. 2,0 uL.
Taq Polimerase 5U .........ccccceueneee 0,4 pL. Taq Polimerase 5U .........ccccceuenene 0,4 pL.
DNA 150 DE/UL oo, 1,0 uL. DNA 150 DE/UL oo, 1,0 uL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

- Desnaturacdo inicial durante 7 minutos a 95°C.

- Ciclo de 32 repeticdes:

- Desnaturagéo durante 50 segundos a 94°C.

- Anelamento durante 1 minuto a 58°C.

- Extensdo de 50 segundos a 72°C.

- Extensdo de 7 minutos a 72°C.
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Os primers especificos geraram um produto de 337 pb. Os produtos da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por

40 minutos, e visualizados sob luz UV, apos coloragdo com brometo de etidio.
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APENDICE C - Rastreamento dos polimorfismos

o PCR-RFLP para o polimorfismo -511C/T (IL1B)

- primer sense IL1B1: 5* - AAGAGGCAAAGGAGGGTGTT -3°
- primerantisense IL1B2: 5* - GCCCTCCCTGTCTGTATTGA -3’

Para cada tubo de reagdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q oot 11,6 uL.
Tamp&o SeM MQCI; ..ooviiiiiiiiiii e 2,5 uL.
MOCI2 50 MM ..o 1,0 pL.
DMSOT00%0 .ttt 0,7 uL
ANTP 5 MM oo 2,0 uL.
PrimeriL1B1 10 UM ...oooiiiiiieeeceeee e 2,5 pL.
PrimeriL1B2 10 UM ....ooiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 2,5 pL.
Taq Polimerase 5U ... 0,2 pL.
DNA 150 N@/HUL «.eiiieeeeeeee e 2,0 puL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes de ciclagem:
- Desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 35 repeticdes
Desnaturacdo 30 segundos a 95°C.
Anelamento durante 30 segundos a 62°C.
Extensdo de 30 segundos a 72°C.

- Extenséo final durante 5 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento gerado foi de 498 pb. O conte(ldo do mix para a reacéo

de digesté&o foi:

HoO Mili Q .o 8,5 uL.
Tampao Fast DIgest ......cccvveiiiieiieece e 1,0 uL.
Enzima Fast Digest Aval (5’- CJYCGRG -3’) ......ccceueueee. 0,5 uL.
Produto da PCR .......ccoooiiiiiiiiieeeceeeeeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria por 5 minutos a 37°C
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Na presenca do alelo C, foram originados dois fragmentos (438 pb e 60 pb),

enquanto a presenca do alelo T elimina o sitio reconhecido pela enzima de restricdo,

gerando apenas um fragmento (498 pb). Os fragmentos foram analisados por eletroforese

em gel de agarose a 2,0%, sob corrente constante de 80 V por 45 minutos, e visualizado

sob luz UV, ap6s coloragdo com brometo de etidio.

o PCR-RFLP para o polimorfismo -251A/T (IL8)

- primer sense IL81:5” - TTGGCTGGCTTATCTTCACC -3’
- primerantisense 1L82: 5’ - GAAGCTTGTGTGCTCTGCTG - 3’

Mistura preparada para cada tubo de reacdo com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q oo 11,3 uL.
Tampao SemM MQCly ..oeooviiiieiieeeeeee e 2,5 uL.
MGCI2 50 MM i 1,25 pL.
DMSO 100% oottt 0,75 pL.
ANTP 5 MM oo 2,0 pL.
Primer HIFTAT 10 UM ..ooiiiiieeeece e 2,5 pL.
Primer HIF1A2 10 UM ...ooiiiiiiieececeeeeeeeeeee e 2,5 L.
Taq Polimerase SU .........ccoceviriieniinenieninieecesceeeee e 0,2 pL.
DNA 150 N@/HUL ..ot 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

Apos a amplificacdo, o fragmento de 446 pb foi digerido de acordo com o protocolo:

- Desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos

- Ciclo de 30 repeticdes
Desnaturacao durante 30 segundos a 95°C.
Anelamento durante 45 segundos a 64°C.
Extenséo de 30 segundos a 72°C.

- Extensdo final durante 5 minutos a 72°C.

HaO Mili Q ovveoeeeeeee oo 8,5 L.
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Tamp&o Fast DIgESt ......ccocoveieiiiiiiieie e 1,0 pL.
Enzima Fast Digest Mfel (5'- ClAATTG -3")...cccceevrvvrnannnn. 0,5 puL.
Produto da PCR .......ooiiiiic e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria a 37°C por 5 minutos.
Na anélise do padrdo de bandas resultantes, o alelo A gerou dois fragmentos (168pb
e 298pb) e o alelo mutante T apenas um (446pb). A visualizacao foi feita em eletroforese
em gel de agarose 2,0%, sob corrente constante de 80 V por 45 minutos, e visualizado sob
luz UV, apos coloragdo com brometo de etidio.

o PCR-RFLP para o polimorfismo -308G/A (TNFA)

- primer sense TNFA1: 5’ - AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT - 3’
- primer antisense TNFA2: 5* - ACACTCCCCATCCTCCCGGCT -3’

Para cada tubo de reagdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q .o 9,55 uL.
Tampao SeM MQCIa ..c.eooviiiieeeeeeeee e, 2,5 uL.
MGC12 50 MM ..o 0,75 uL.
ANTP 5 MM e 5,0 pL.
PrimerTNFAT 10 UM ...oooiiiiieeeeeeee e 2,5 pL.
PrimerTNFA2 10 uM ..oooiiiiiiceeeeeeeeee e 2,5 uL.
Tag POlMErase SU ........ccoiiiiiiieiencneie e 0,2 uL.
DNA 150 N@/HL ..ottt 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes de ciclagem:
- Desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 35 repeticoes
Desnaturacdo durante 1 minuto e 30 segundos a 95°C.
Anelamento durante 1 minuto a 62°C.
Extensdo de 1 minuto e 30 segundos a 72°C.

- Extenséo final durante 10 minutos a 72°C.
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Apo6s a amplificagdo, o fragmento gerado foi de 117 pb. O conteldo do mix para a reacéo

de digestéo foi:

HaO ML Q oo 8,5 uL.
Tamp&o Fast DIgEST ......ccevveiiiiiiiirireeee s 1,0 pL.
Enzima Fast Digest Nco I (5’- C{CATGG -3°) .....ccoeeuueee. 0,5 uL.
Produto da PCR ........cooiiiiiiiece e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria por 5 minutos a 37°C.

A visualizagdo dos fragmentos digeridos foi realizada em gel de agarose 4,0%
submetido a eletroforese sob corrente constante de 80 V por 40 minutos, e corado com
brometo de etidio. Na presenca do alelo G, foram originados dois fragmentos (97 pb e 20
pb), enquanto o alelo A ndo possui o sitio reconhecido pela enzima de restricdo, gerando,

entéo, apenas um fragmento (117 pb).
o PCR-RFLP para o polimorfismo -509C/T (TGFB1)

- primer sense TGFB1:5” - CCGCTTCTGTCCTTTCTAGG - 3’
- primer antisense TGFB2: 5’ - AAAGCGGGTGATCCAGATG - 3’

Para cada tubo de reacdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

H2O0 Mili Q .o 13,55 pL.
Tampao SemM MQCly ..o..ooviiiiiiieeceeeeee e 2,5 uL.
MGCI2 50 MM oo 0,75 puL.
ANTP 5 MM oo 2,0 uL.
PrimerTGFB1 10 UM ....oooieiiiieeiieeeeeeeee e 2,0 pL.
PrimerTGFB2 10 UM .....ooovioiiiiieieeieeteeeeeete e 2,0 uL.
Taq Polimerase SU .......ccccvieiiieiiiieeieeciesee e 0,2 uL.
DNA 150 N@/HL oot 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢des:
- Desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 35 repeticdes
Desnaturacdo durante 30 segundos a 95°C.
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Anelamento durante 30 segundos a 60°C.
Extensdo de 30 segundos a 72°C.

- Extensédo final durante 7 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 406 pb foi digerido de acordo com o protocolo:

HoO Mili Q .o 8,5 uL.
Tampao Fast DIgeSt ......ccccoviiiieeie e 1,0 uL.
Enzima Fast Digest Bsu36 1 (5’- CC|{TNAGG -3’) .............. 0,5 uL.
Produto da PCR .......ccoooviiiiiiiiieeeeceeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria a 37°C por 5 minutos.

Na presenca do alelo C, foram originados dois fragmentos (223 pb e 183 pb),
enquanto a presenca do alelo T elimina o sitio reconhecido pela enzima de restri¢éo,
gerando um fragmento (406 pb). Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 2,0%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e visualizado sob luz

UV, apos coloracdo com brometo de etidio.

o PCR-RFLP para os polimorfismos 1772C/T e 1790G/A (HIF1A)

- primer sense HIF1A1: 5° - AAGGTGTGGCCATTGTAAAACTC -3’
- primer antisense HIF1A2: 5° - GCACTAGTAGTTTCTTTATGTATG - 3°

Mistura preparada para cada tubo de reacao com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q .o 11,3 pL.
Tampao sem MQCIy ..ooooviiiii e 2,5 uL.
MGCI5 50 MM ..., 1,25 L.
DMSO T00% et 0,75 uL.
ANTP 5 MM oo 2,0 uL.
Primer HIFTAT 10 UM .oooiiiieieeeeeeeeeeeee e 2,5 puL.
Primer HIFTA2 10 JM ..o, 2,5 L.
Taq Polimerase 5U ........ccovveieecieieceeeeeeeee e 0,2 uL.

DNA 150 DE/IL ovoooeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeseesseeeese s seseseens 2,0 L.



APENDICES 163

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:
- Desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 30 repeticdes
Desnaturacao durante 30 segundos a 95°C.
Anelamento durante 30 segundos a 64°C.
Extensdo de 30 segundos a 72°C.

- Extensédo final durante 5 minutos a 72°C.

Apo6s a amplificagdo, o fragmento de 346 pb foi digerido de acordo com o protocolo:

Digestdo para identificacdo da mutacdo 1772C/T

HaO ML Q oo 8,5 uL.
Tamp&o Fast DIgEST ......cveveiiriiieieiereeee e 1,0 uL.
Enzima Fast Digest Tsp451 (5°- |GTSAC -3) ..ccoveevveeunennen. 0,5 pL.
Produto da PCR .....cccoooiiiiiiiieeeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria a 37°C por 5 minutos.

Digestdo para identificacdo da mutacdo 1790G/A

HoO Mili Q oo 8,5 uL.
Tampao Fast Digest .....cccoooieiiiiiieieeeeieeeee e 1,0 pL.
Enzima Fast Digest ACIl (5’- C{CGC -3")...ccceeveereerrereannne. 0,5 pL.
Produto da PCR .......cooiiiiiiiee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria a 37°C por 5 minutos.

Para o polimorfismo 1772C/T, na presenca do alelo C, foram originados trés
fragmentos (124 pb, 139 pb e 83 pb), enquanto o alelo T elimina um dos sitios
reconhecidos pela enzima de restricdo, gerando, entdo, apenas dois fragmento (263 pb e 83
pb). No polimorfismo 1790G/A, o alelo G gerou dois fragmentos (149 pb e 197 pb) e a
presenca do alelo A elimina o sitio de corte da enzima, sendo visualizado apenas um
fragmento de 346 pb. A visualizacdo dos fragmentos digeridos foi realizada em gel de
agarose a 2,5% submetido a eletroforese sob corrente constante de 80 V por 35 minutos, e

corado com brometo de etidio.
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o PCR-RFLP para o polimorfismo -2578C/A (VEGFA)

- primer sense VEGFA1: 5’ - GGATGGGGCTGACTAGGTAAGC - 3’
- primer antisense VEGFA2: 5’ - AAGCCCCTTTTCCTCCAAC - 3’

Para cada tubo de reagdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

HoO Mili Q .o 11,6 puL.
Tampao Sem MQCly ..ocvveiviiieceee e, 2,5 uL.
MGC12 50 MM .o eneeeen 1,0 pL.
DMSOT00%0 .ottt etes s eeee s e eseneas 0,7 uL
ANTP 5 MM e 2,0 uL.
PrimerVEGFAT 10 UM ...ooovoiiiiieceeeeeeeee e 2,5 uL.
PrimerVEGFA2 10 UM .....c.ooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 2,5 uL.
Tag Polimerase SU .......cooovieeiiieniieeiie e 0,2 pL.
DNA 150 N@/HL oottt 2,0 pL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes de ciclagem:
- Desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 35 repeticdes
Desnaturacdo 30 segundos a 95°C.
Anelamento durante 30 segundos a 64°C.
Extensédo de 30 segundos a 72°C.

- Extensao final durante 5 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento gerado foi de 324 pb. O conteldo do mix para a reagdo

de digestéo foi:

HaO ML Q oo 8,5 uL.
Tamp&o Fast DIgESt ......ccocvveieriiieieie e 1,0 pL.
Enzima Fast Digest BgIII (5’- A|GATCT -3) .ocoeeverrneene. 0,5uL.
Produto da PCR .......ooooiiiieeeeeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria por 5 minutos a 37°C
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Na presenca do alelo C, a enzima ndo reconhece o sitio de restricdo e, portanto,
observa-se apenas o amplificado de 324 pb. O alelo mutante A cria um sitio de corte para a
enzima, gerando dois fragmentos (202 pb e 122 pb). Os fragmentos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e
visualizado sob luz UV, apés coloracdo com brometo de etidio.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: This review discusses hemoglobin D-Punjab, also known as hemoglobin D-Los Angeles, one
Received 11 September 2014 of the most common hemoglobin variants worldwide. It is derived from a point mutation
Accepted 27 October 2014 in the beta-globin gene (HBB: ¢.364G>C; rs33946267) prevalent in the Punjab region, North-
Available online 23 February 2015 western Indian. Hemoglobin D-Punjab can be inherited in heterozygosis with hemoglobin
A causing no clinical or hematological alterations, or in homozygosis, the rarest form of
Keywords: inheritance, a condition that is commonly not related to clinical symptomatology. Moreover,
Hemoglobins this variant can exist in association with other hemoglobinopathies, such as thalassemias;
Haplotypes the most noticeable clinical alterations occur when hemoglobin D-Punjab is associated to
Diagnosis hemoglobin S. The clinical manifestations of this association can be similar to homozygo-
Hemoglobinopathies sis for hemoglobin S. Although hemoglobin D-Punjab is a common variant globally with

clinical importance especially in cases of double heterozygosis, hemoglobin S/D-Punjab is
still understudied. In Brazil, for example, hemoglobin D-Punjab is the third most common
hemoglobin variant. Thus, this paper summarizes information about the origin, geographic
distribution, characterization and occurrence of hemoglobin D-Punjab haplotypes to try
to improve our knowledge of this variant. Moreover, a list of the main techniques used
in its identification is provided emphasizing the importance of complementary molecular
analysis for accurate diagnosis.
© 2015 Associagao Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Published
by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

can affect the production rate of globin chains and cause
thalassemia, or they can modify molecule structure and gen-
erate hemoglobin variants.’”

Mutations in genes encoding hemoglobin chains are presentin Hemoglobin variants usually are the consequence of sin-
about 7% of worldwide population.’ These genetic alterations gle amino acid substitutions caused by point mutations
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in genes encoding globin chains, resulting in a tetramer
with different physicochemical characteristics.” According to
the Globin Gene Server database (http://globin.cse.psu.edu/),
1198 hemoglobin variants were described until Septem-
ber 2014. Most of the hemoglobin variants described do
not cause symptomatic clinical manifestations; however, in
some cases, they can be associated to relevant pathophysi-
ology, e.g,, hemoglobin 5 (Hb S). Hb S is the most frequent
hemoglobin variant in the world,; its clinical outcome is severe
in homozygous or in association with other relatively com-
mon hemoglobinopathies, such as beta-thalassemia, Hb C or
Hb D.** Different to the other hemoglobinopathies, this last
one is still poorly studied, especially in Brazil, where there are
few recent studies about its prevalence, diagnosis and clini-
cal aspects. Moreover, Hb D presents considerable geographic
distribution and can be associated with Hb S, forming a het-
erozygous composite with peculiar clinical severity.

Thus, this study aimed to gather information available in
the literature about type D hemoglobins, more specifically
about Hb D-Punjab, in order to draw attention to its impor-
tance and to encourage the scientific community to take
interest in the subject, particularly in Brazil where studies on
this variant are scarce.

History

Until the early 1950s, only four types of hemoglobin had been
described including adult hemoglobin (Hb A) and two variants
(Hb S and Hb C). The fourth identified hemoglobin was Hb D
which was first described by Itano in 1951. In his study, Itano
was analyzing a multiethnic family from the Los-Angeles
region with British, American and Indian features, and found
a molecule with characteristics different to the other known
hemoglobins. This hemoglobin had electrophoretic mobility
similar to Hb S in alkaline pH, however, in acid pH, its migra-
tion resembled Hb A. Furthermore, Hb D exhibited normal
solubility when in its reduced state and did not undergo
sickling.>®

Since the discovery of this new variant and the knowledge
ofits molecular structure, other hemoglobins with similar pat-
terns discovered in populations from different ethnicities have
been nominated according to the regions in which they were
described. In a study performed in 1962, Baglioni analyzed the
molecular structure of five hemoglobins, Hb D-Chicago, Hb D-
North Carolina, Hb D-Punjab, Hb D-Portugal and Hb D-Oak
Ridge and found that all exhibited the same chemical com-
position as the first one discovered, Hb D-Los Angeles.®’ The
most frequent denominations for this mutant hemoglobin
found in the literature are Hb D-Los Angeles or Hb D-Punjab.

Mutation 121 Glu—GIn (GAA—CAA)

Hb D-Punjab is a variant derived from a point muta-
tion in the beta-globin gene (HBB) in the first base of
the 121 codon (GAA—CAA) with the substitution of glu-
tamine for glutamic acid (Glu>Gln) in the beta globin chain.®
According to the Globin Gene Server database, besides Hb
D-Punjab, there are seven other types of Hb D, caused
by different point mutations in HBB. They are Hb D-
Agri (HBB:c.29C>A;364G>C), Hb D-Bushman (HBB:c.49G>C),

e Y8 YA yp 5 B
[ 11 [ 1 M

HinTcII Hﬂ'IdIII T i—]ﬂ‘]'I:‘IIT HJ'IH

Hindlll Hinell Avall

L

BamHI

Figure 1 - Restriction polymorphic sites in cluster
beta-globin for haplotypes screening in association with Hb
D-Punjab

Source: Modified from Yavarian et al.’®

Hb D-Ouled Rabah (HBB:c.60C>A or 60C>G), Hb D-Iran
(HBB:c.67G>C), Hb D-Granada (HBB:c.68A>T), Hb D-Ibadan
(HBB:c.263C>A) and Hb D-Neath (HBB:c.365A>C).

Origin and geographic distribution

Hb D-Punjab is one of the most common hemoglobin variants
worldwide, after Hb S and Hb C. It is prevalent in Punjab region,
Northwest Indian, with an estimated frequency of 2.0%. In
western India, more specifically in the Gujarat region, its fre-
quency drops by one half.®

Hb D-Punjab is also common in countries such as Italy,”
Belgium,'! Austria'” and Turkey.”® Hb D-Punjab is the second
most common hemoglobin alteration in Turkey; it occurs in
0.2% of the population of Denizli province in southeastern
Turkey, where it is the most common variant. A total of 57.9%
of abnormal hemoglobins observed in this province are Hb D-
Punjab, followed by Hb S, with 21.9%.% A similar frequency
occurs in Xinjiang province, northwestern China, where 55.6%
of variant hemoglobins are Hb D-Punjab.'**

In Brazil there are no recent studies reporting the fre-
quency of Hb D-Punjab in the population, but in a large survey
conducted in 1993 by Bonini-Domingos, which evaluated the
prevalence of hemoglobinopathies in about 100,000 Brazil-
ian individuals from every state in the country, Hb D-Punjab
was observed to be the third most common hemoglobin
variant in the population.’® Posteriorly, in a screening for
hemoglobinopathies performed in a hospital-based popula-
tion in southeastern Brazil by Sonati et al., the authors found
hemoglobin alterations in 34.4% of the individuals, of which
0.4% corresponded to Hb D-Punjab. Despite the low frequency,
Hb D-Punjab was also the third most frequent variant identi-
fied in this population.’

Initially, the geographic distribution of Hb D-Punjab sug-
gests that this mutation originated in the central region of
Asia, as it is prevalent in Punjab, a region of India, and
Northwestern China. Then it spread to neighboring countries
by migration.'>*%® However, haplotype analysis of beta-
globin clusters provides another insight into the origin of this
hemoglobin. The analysis of polymorphic sites, 5'-& Hincll, y¢
HindIIl, v* HindIIl, 4 Hincll, 3~y Hincll, 5'-B Hinfl, B Avall, 3'-B
HinfI, 3'-p BamHI (Figure 1), showed certain haplotypes associ-
ated to Hb D-Punjab, suggesting a multicentric origin for this
mutation.*¥2*

The study of Atalay et al. considered seven beta-globin
gene polymorphic sites (5'-¢ Hincll, y¢ Hindlll, v* HindIIl, ¥
Hincll, 3'-ysp Hincll, p Avall and 3'-g Hinfl) and identified three
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Table 1 - Haplotypes described in the literature associated with Hb D-Punjab and the locations where they were first
found.

Polymorphic sites of cluster beta Occurrence
5'-e o e B 3-4p 5-p B ¥-g I-p
Hinell HindIll HindIll Hincll Hincll Hinfl Avall Hinfl BamHI
+ = - - - NR + NR + Mexico,'520 Jtaly,10.18
Iran’®?
+ = - - - NR + + NR Turkey,'®* India'®
- + + - + NR + NR + Thailand®'#
- + + - + NR + + NR Turkey'®
- + - - + NR + + NR Turkey'®
= - + - + NR + + NR Turkey™®
+ = = = - + NR + NR Iran, the Netherlands,
Belgium®
+ - - - - - NR + NR Iran®’
- + = = + + NR + NR Iran'’
- + - + + + NR + NR Iran, India, England®’

NE: not reported.

haplotypes. One of them is the Mediterranean Haplotype I
(+————++) which is the most common and found in popu-
lations of Mexico,”? Italy’® and Iran.”® A second recently
discovered pattern was associated to Hb D-Punjab cases in
Thailand (- ++—+++)® and the third haplotype was found in
Turkish populations (—+——+++).%

In 2009, Yavarian et al. analyzed seven polymorphic sites
(5'-& Hincll, v© HindIIl, v* HindIIl, B Hincll, 3'-4f Hincll, 5'-B Hinfl
and 3'-p Hinfl) and found four haplotype patterns associated
to Hb D-Punjab in the Indian population. The first and most
common was the Mediterranean Haplotype I (+————++),
the second seems to be a product of the Mediterranean Hap-
lotype I variation probably due to an independent mutation
+), the third was the same haplotype found in
Turkey (—+——+++), and the fourth a common haplotype in
Indian and English populations (—+— +++4)."°

Considering the same restriction sites assessed by Ata-
lay et al. in 2007 and in 2009, Bahadir et al. reported the
occurrence of another haplotype in the Turkish population
(——+—+++).>* Due to lack of studies in Chinese and
Indian populations, Patel et al. evaluated individuals with Hb
D-Punjab from Agharia in India and found another haplo-
+4) in addition to haplotype I (+ — — — —++).*
Table 1 summarizes all these results.

As the haplotypes described in association with Hb D-
Punjab are prevalent in different regions, it is suggested that
the origin of the mutation in codon B121 may be multicen-
tric. According to Yavarian et al., one important aspect is that
the mutation site is located in a short palindromic region,
where many mutations are described, suggesting that codon
B121 exhibits a higher mutation rate than is expected. Thus,
there is a chance that mutational events give rise to the
same hemoglobin in different regions.’® However, it is not
yet possible to confirm the origin and distribution of this
hemoglobin as there are few studies about haplotypes in popu-
lations from China®® and from other continents such as North,
South and Central America and Africa. In Brazil, no study
has been performed to screen haplotypes associated to Hb
D-Punjab.

Inheritance of Hb D-Punjab and associated clinical
features

The Hb D-Punjab can be inherited in heterozygosis with
normal Hb A, characterizing the heterozygous trait. This con-
dition presents no clinical or hematological alterations. The
homozygous component Hb DD, the rarest form of inheri-
tance, is not commonly related to symptomatic cases, but
occasionally individuals with this profile can develop mild to
moderate hemolytic anemia.”***

The association of this variant with other abnormal
hemoglobins, such as Hb S or thalassemia can also occur. Usu-
ally, interactions between Hb D-Punjab and beta thalassemia
course with mild microcytic and hypochromic anemia, but do
not present relevant clinical or hematological changes.?’

However, when Hb D-Punjab is associated to Hb S, the
double heterozygous Hb S/D, the result is moderate to severe
clinical manifestations; this association can be clinically simi-
lar to homozygous Hb SS.%° Pain, due to vaso-occlusive events,
is one of the most common complications. Furthermore,
stroke and acute chest syndrome can occur in carriers of this
genotype.?5-30

Recently, Patel et al. published a study on Hb S/D-Punjab
patients with moderate to severe clinical symptomatology
similar to the Hb SS genotype who had vaso-occlusion
episodes or required blood transfusions. The authors observed
greater vulnerability for red cell lysis in Hb 5/D-Punjab patients
than with the Hb SS genotype.*' Clinical severity in Hb S/D-
Punjab individuals could be related to the fact that Hb D favors
polymerization of Hb S.*

Polymerization of Hb S molecules is triggered by hydropho-
bic interactions between the Val-p6 amino acid of an Hb
S molecule and the Phe-p85 and Leu-p88 amino acids
of adjacent hemoglobin molecules. Subsequently, these
hydrophobically associated Hb S molecules interact with other
contact sites of Hb S polymers, such as 73 and 121, result-
ing in the formation of a complex polymer structure. Thus,
mutations in these contact sites can affect the biochemical
properties of the Hb S polymers formed. It is believed that
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Figure 2 - Electrophoretic mobility of Hb D-Punjab compared to other known hemoglobins, such as Hb A, S and C. Images
correspond to hemoglobin electrophoresis in cellulose acetate (A), hemoglobin electrophoresis in agarose gel (B),
polypeptide chains electrophoresis in cellulose acetate (C) and polypeptide chains electrophoresis in polyacrylamide gel (D).
The genotypes of each sample are at the top of the figure. Current direction and position of the different hemoglobins are

beside each method.

the amino acid changes in the 121 Glu—Gln position encour-
age the interaction of Hb S molecules and consequently its
polymerization.**** Adachi et al. showed that the Hb S poly-
merization rate is higher when Hb D-Punjab is present. This
may explain the clinical severity of sickle cell disease in dou-
ble heterozygous Hb 5/D-Punjab, as Hb D-Punjab increases the
probability of sickling due to a shorter transit time of these
cells in the blood capillaries.”*

Hydroxyurea (HU) administration is a potential therapeu-
tic strategy for sickle cell anemia (Hb 5S), showing efficacy in
increasing Hb F levels and consequently reducing the number
of painful crises, acute chest syndrome, transfusions, and hos-
pitalizations. However, HU therapy for Hb S/D-Punjab has not
been established. Patel et al. treated Hb S/D-Punjab patients
using low doses (10 mg/kg/day) of HU noticed an effective
reduction in the incidence of vaso-occlusion and the fre-
quency of blood transfusions. These results suggest that HU
is a promising therapy for clinical symptomatology in Hb S/D-
Punjab individuals.*!

Laboratory diagnosis

Numerous laboratory methods are used to diagnose
hemoglobin variants and thalassemias.

Hemoglobins can be separated by electrophoresis in cel-
lulose acetate at pH 8.6°° and in agarose gel at pH 6.2.% In
cellulose acetate, the migration of Hb D is slower than Hb A
with a position similar to Hb S, but in acid pH its migration
position is the same as Hb A. These electrophoretic patterns,
however, are not specific for variants of the Hb D group, as
there are other hemoglobin variants with similar behavior,
such as Hb G and Hb Korle-bu.

The structural characterization of hemoglobin variants by
electrophoretic separation of hemoglobin polypeptide chains
is used in cases in which the results of the initial tests are
inconclusive.””** The mutant g° chain migrates similar to the
p° chain using this method, but slightly below this fraction

in alkaline pH, while it migrates to the same position as the
normal p* chain in acid pH (Figure 2).

It is also possible to separate hemoglobins according to
their isoelectric point (pl) by iscelectric focusing (IEF).* In
the case of Hb D-Punjab, its pl is near to pH 7.1, a position
similar to other hemoglobin variants such as Hb Korle-Bu
(Figure 3). Although it has great resolution, this technique
requires specifickits and is more expensive than conventional
electrophoresis.

Hb A
pl 7.0

Hb F

pl7.1 Hb D-Ouled rabah
Hb D-Punjab
Hb Korle Bu
pl7.2 Hb S
Hb D-Iran

pl 7.3 Meta-hemoglobin

Hb A,

HbC

pl7.4

Figure 3 - Schematic representation of relative mobilities of
different hemoglobins using the isoelectric focusing
method. Hb D-Punjab is shown in the figure with isoelectric
point (pl) between 7.1 and 7.2.
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Figure 4 - Chromatographic profile of a heterozygous trait for Hb D-Punjab (B and C) and a double heterozygous Hb S/D-Los
Angeles A and D). (A and B) The VARIANT I system chromatogram with heterozygous beta-thalassemia analysis kit. The

arrow indicates the pike corresponding to Hb D-Los Angeles with average retention time of 4.1-4.3 min. It is possible to note
decreases in Hb A2 values, a characteristic of samples with this hemoglobin variant. (C and D) The ultra2 Resolution system
chromatogram with Genesys analysis kit. The arrow indicates the Hb D-Punjab spike, with retention time between 0.92 and

0.96 min related to Hb S.
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M 296/268bp

N HET HET HET HET

Figure 5 - Agarose gel visualization of fragments generated
by the PCR-RFLP technique for screening of 121 Glu—Gln
(GAA— CAA) mutation. Normal alleles generate two
fragments and mutant alleles maintain the 564bp
fragment, indicated by the arrows. N: absent mutation;
HET: heterozygous for Hb D-Los Angeles; mm: molecular
marker of 100bp. Restriction enzyme: EcoRI (G|AATTC).

High performance liquid chromatography (HPLC) meth-
ods have been developed for hemoglobin fractionation with
high sensitivity and specificity. This technique is an inte-
grated method based on ion-exchange to separate and identify
the relative percentage of specific hemoglobins in whole
blood samples (Figure 4). Another method employed to detect
hemoglobin fractions is capillary electrophoresis (CE) based on
the principle of electrokinetic separation. Despite the excel-
lent resolution and reproducibility, this technique is only now
arriving in some countries, including Brazil.

Reverse-phase HPLC (RP-HPLC) of human globin chains
has been reported as an important tool for detecting
hemoglobinopathies. Nevertheless, although it is widely
used for the detection, quantification and purification of
many proteins from biological materials, its clinical appli-
cation for hemoglobins is still limited due to the long
analytical time, complex sample preparation and resolution
problems.*’*! Recently, studies have had success in optimi-
zing the method,***! but in many laboratories the technique
is still employed exclusively for research.

Although all these tests aim to diagnose Hb D-Punjab, they
are not considered conclusive because of the large number
of hemoglobin variants that are similar to each other. It is
always recommended to perform molecular analysis for geno-
type confirmation with PCR-RFLP as an alternative® (Figure 5).

When the Hb D variant is not identified by the above-
mentioned methodologies, sequencing of beta-globin gene or
other techniques that discriminate amino acid changes are
recommended.

Using these methodologies over the last 10 years, 70 cases
of type D hemoglobins from southeast Brazil were diag-
nosed in the Hermoglobin and Hematological Genetic Diseases
Laboratory of the Universidade Estadual Paulista (UNESP) a
referral center for hemoglobin diagnosis. Of these, 66 (94.3%)
had a profile compatible to Hb D-Punjab, eight (12.1%) were
compound heterozygous Hb S/D-Punjab and 58 (87.9%) het-
erozygous Hb A/D-Punjab, all of which were confirmed by
molecular tests. The other four remaining cases presented
electrophoretic and chromatographic profiles compatible with
the “Hb A/D-non-Los Angeles” trait, possibly Hb A/D-Iran (data
not published).

Conclusion

Although not always associated with relevant clinical history,
Hb D-Punjab is a relatively common hemoglobin worldwide;
it is the third most common hemoglobin variant in Brazil.
Greater attention is given when the association of Hb D-Punjab
with another abnormal hemoglobin or thalassemia leads to
clinical symptoms. However, this issue is still understudied
especially in Brazil and the pathophysiological mechanisms
caused by Hb D-Punjab are poorly known. There is no recent
information about the prevalence of Hb D-Punjab, association
with other hemoglobin variants, or characterization of typ-
ical haplotypes in the Brazilian population. Therefore, it is
important to conduct studies about this hemoglobin variant.
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Sickle cell disease (SCD) represents a chronic inflammatory condition with complications triggered by the
polymerization of hemoglobin S (Hb S), resulting in a series of cellular interactions mediated by inflam-
matory cytokines, as the transforming growth factor beta (TGF-B), which plays an important role in
inflammation resolution. This study assessed the relation between SCD inflammation and the plasma
concentration of TGF-p1, and also checked the influence of the presence of —509C/T polymorphism in
TGFB1 gene on TGF-p1 plasma values. The plasma levels of TGF-B1 were quantified by ELISA in 115

.fg::;;d;in owth factor patients with SCD (genotypes 55, SD-Los Angeles, Sp-thalassemia and SC) and in 58 individuals with
Cytokines & & no hemoglobinopathies (Hb AA), as the control group. The —509C/T polymorphism in TGFBI gene was
Platelets screened by PCR-RFLP. The correlation between TGF-fi1 plasma levels and the inflammation was based

on its association with the count of platelets, total white blood cells (WBC) and neutrophils in the periph-
eral blood. Patients with SCD showed plasma levels of TGF-f1 higher than the control group, especially
the Hb 5S genotype, followed by the group with Hb SD. Polymorphism investigation showed no interfer-
ence in the values obtained for the cytokine in the groups evaluated. All SCD groups showed TGF-p1
levels positively correlated to the platelets and WBC counts. The original data obtained in this study
for SCD support the involvement of TGF-f1 in regulating of the inflammatory response and suggest that
this marker possibly may become a potential therapeutic target in the treatment of the disease.

@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Sickle cell anemia
Sickle cell disease

1. Introduction with beta thalassemia results in moderate to severe clinical types,

depending on the beta-thalassemia mutation inherited [1,4].

Sickle cell disease (SCD) comprehends the group of hemolytic
anemia caused by the presence of hemoglobin S (Hb S), either in
homozygosis (sickle cell anemia), or in association with other
hemoglobin variants or thalassemias [1]. Hb S originates from a
point mutation in the beta globin gene (HBB:c.20A>T; rs334)
resulting in replacement of glutamic acid for valine in the polypep-
tide chain, causing structural and biochemical modifications in the
hemoglobin molecule [1-3]. Sickle cell anemia is the most
common form of the disease, as well as the most severe. The asso-
ciation of Hb S with other variants such as Hb C (HBB:c.19G > A;
rs33930165) and Hb D-Los Angeles (HBB:c.364G >C;
rs33946267) are less frequent and less severe, while its association

* Corresponding author.
E-mail address: lidiane unesp@gmail.com (LS. Torres).

http://dx.doi.org(10.1016/j.cyto.2016.02.012
1043-4666/@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Complications of SCD start with the polymerization of Hb S, ery-
throcyte sickling, exposure of membrane proteins, hemolytic ane-
mia and ischemia-reperfusion cycles. These recurrent cycles result
from vascular occlusion and represent the main stimulus for the
inflammatory process, due to endothelial dysfunction, increased
vascular inflammation, coagulation activation and oxidative stress
created during the restoration of blood flow [5]. Although it plays a
protective role in the infection control and promotes tissue repair,
the exaggerated inflammatory response can also cause tissue dam-
age. In 5CD, inflammation may occur in acute and chronic forms,
due to polymerization of Hb S, which not only results in erythro-
cyte sickling and intravascular hemolysis, but also a series of cellu-
lar interactions mediated by inflammatory cytokines [6].

The transforming growth factor beta (TGF-B) is a pleiotropic
cytokine that affects cell proliferation, survival and migration and
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might act as both positive and negative regulator during gene tran-
scription, depending on the target genes and cellular context. It
exists in three isoforms: TGF-f1, 2 and 3, whereas TGF-p1 is the
most abundant [7]. TGF-p plays an important role in inflammation
resolution, since it is associated with the inhibition of immune
cells proliferation and the activity suppression of immune system
precursor cells. It also acts as a potential inhibitor on T cells differ-
entiation and apoptosis inducer in B cells, besides participating in
the chemotaxis and polarization of macrophages and neutrophils
at the inflammation site. On the other hand, it is involved in the
releasing of proinflammatory cytokines from neutrophils and in
stimulating pro-inflammatory Th17 cells lineage differentiation
[89].

The TGF-p production can be controlled by single nucleotide
polymorphisms (SNP) in its gene, such as the —509C|T on TGFB1
(rs1800469), wherein the mutant allele T is associated with high
circulating levels of TGF-p1 [10]. The elevation in the TGF-p1 levels
has been described in sickle cell anemia [11,12] and genetic poly-
morphisms in TGFB, its receptors and members of its activation
pathway were related to subphenotypes of the disease, including
clinical complications such as myocardial infarction, osteonecrosis,
priapism, leg ulcer and pulmonary hypertension [13].

In the present study we built on the observation of the inflam-
matory condition in SCD patients — genotypes SS, SD-Los Angeles
(SD), S/beta-thalassemia (SB-thal) and SC - based on the associa-
tion of TGF-p1 plasma levels to the total amount of white blood
cells (WBC), neutrophils and platelets in the peripheral blood. In
addition, we evaluated the relation between the —509C/T polymor-
phism in the TGFB1 gene and the TGF-p1 plasma values.

2. Methods
2.1. Subjects

The study consisted of 115 SCD patients from the Arthur de
Siqueira Cavalcanti Institute of Hematology (Hemorio) in Rio de
Janeiro, R, Brazil. In order to minimize biases in the analysis, all
patients were selected according to exclusion criteria, namely:
anti-inflammatory prescription for three weeks prior to sample
collection, use of hydroxyurea for up to six months preceding the
collection date and blood transfusions carried out in <60 days (or
Hb A > 10.0%) [14]. In addition, only individuals over 10 years old
were included in the study, since at this age the hemoglobin profile
is usually stable [ 15]. Fifty-eight volunteers, adults of both genders
and with normal hemoglobins, without the use of anti-
inflammatory drugs for three weeks, were part of the control
group. The work has the approval by the Research Ethics Commit-
tee from Sao Paulo State University (UNESP) under Certificated of
Presentation for Ethics Consideration (CAAE) number
08813112.7.0000.5466.

2.2. Samples, hemoglobin profile and genotyping for SCD

Peripheral blood samples (5 ml) were collected into tubes con-
taining 5% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) as anticoagu-
lant. The hemoglobin migration pattern was evaluated by
electrophoresis on cellulose acetate at pH 8.6 [16] and agar-agar
gel electrophoresis at pH 6.2 [17]. The red cell morphology was
analyzed in light microscope with 40:« objective lens. The quantifi-
cation of the hemoglobin fractions was performed by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) by VARIANT™ automated
equipment (Bio-Rad Laboratories, CA, USA).

To confirm SCD genotype by molecular biology, DNA was
extracted from leukocytes by phenol-chloroform method [18]

and then subjected to polymerase chain reaction followed by
restriction fragment analysis (PCR-RFLP) for identification of muta-
tions that result in hemoglobins S, C, and D-Los Angeles (Table 1)
[19].

After genotyping, individuals were separated into four SCD
study groups: Hb SS, Hb SD, Hb Sp-thal and Hb SC; and the control
group: Hb AA.

2.3. TGF-$1, platelets and WBC

The —509C/T polymorphism in the TGFB1 gene was screened by
PCR-RFLP using primers sense 5'- CCGCTTCTGTCCTTTCTAGG - 3’
and antisense 5'- AAACCGGGTGATCCACGATG - 3. The reaction
mix consisted of 1x reaction buffer, MgCl; (5 mM), dNTPs
(0.4 mM), 0.8 mM of each primer, 1 unit of Taq polymerase and
12 ngfuL of DNA. The cycling conditions applied were: 5 min at
95 °C, followed by 35 cycles of 95 °C for 30s, 60°C for 30 s and
72 °C for 30 s, and a final extension of 7 min at 72 °C. The 406 bp
fragment was treated with Bsu36 | restriction enzyme (5-TNAG
G|CC-3'), which recognizes the cleavage site in the presence of
the normal allele C and generates two fragments: 223 bp and
183 bp. The fragments were visualized on 2.5% agarose gel stained
with ethidium bromide.

The plasma levels of TGF-p1 cytokine were evaluated by multi-
plex instrument LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA). The platelets, WBC and neutrophils count
was carried out by flow cytometry and spectrophotometry
methods.

2.4. Statistical analysis

The chi-square and Fisher’s exact tests were applied to the geno-
typic and allelic frequencies analysis of the —509C/|T (TGFB1) poly-
morphism in the study groups. The relationship between plasma
levels of TGF-B1 and the —509C/T polymorphism, as well as TGF-
p1 levels between the SCD and control groups, were evaluated by
Student's t-test or Mann-Whitney test, depending on nature of the
data (parametric or non-parametric distribution). The TGF-p1, pla-
telets, WBC and neutrophils comparisons among the four SCD
genotypes were performed using the one-way Anova followed by
post hoc Tukey-Kramer. Relations between circulating levels of the
markers were evaluated by Pearson correlation test. Simple linear
regression analysis was applied to verify the dependence of TGF-
p1, platelets and WBC variables. In all cases, non-parametric data
were transformed into square root or base-10 logarithm in an
attempt to prioritize the use of parametric tests. The adopted con-
fidence interval was 95%, with a significance level of p < 0.05.

3. Results
3.1. Characterization of the study groups

After characterization of the 115 samples obtained from
patients with SCD, 67 (58.3%) were from patients with Hb SS, 30
(26.1%) with Hb SC, 10 (8.7%) with Hb Sp-thal and eight (6.9%) with
Hb SD. All 58 control subjects were confirmed with Hb AA profile.
The hemoglobin profile presented by the five study groups are
detailed in Table 2.

3.2. —509¢/T polymorphism frequency and its influence on circulating
levels of TGF-§1

The —509C/T polymorphism was investigated in all samples. In
the case group we found 39.1% of the CT genotype and 9.6% of TT
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Table 1

Initiator oligonucleotides and products generated in the molecular analyzes for identification of SCD genotypes by PCR-RFLP.

Mutation Primers Size of amplified Restriction enzyme Size of the generated fragment for each allele
sequence
Hb S F: 5'-GGCACAGCCATCTATTGCTTA-3" 382 bp Ddel (5'-C|TNAG-3') A: 201 bp. 88 bp, 87 bp and 6 bp
(HBB:c.20A>T) R: 5-ACCTTAGGGTTGCCCATAAC-3 T: 288 bp, 88 bp and 6 bp
Hb € BseRl (5'-GAGGAG(N)yyyel-3")  G: 278 bp and 104 bp
(HBB:c.19G > A) A: 382 bp
Hb D-Los Angeles F: 5-TGCCTCTTTCGCACCATICTA-3 564 bp EcoRI (5-C|AATTC-3") G: 296 bp and 268 bp
(HBB:c364GC > () R: 5-GA CTCCCACATTCCCTTTT-3 C: 564 bp
F: Forward; R: Reverse. bp: base pairs.
Table 2
Characterization of the study groups and hemoglobin profile of the samples.
Characteristics Control Case
Hb AA Hb 58 Hb 5D Hb Sp-thal Hb SC
n=58 n=67 n=8 n=10 n=30
Age [years]
X£SD 289+103 255+116 231+123 3512144 256+138
Median £ IQR 260£7.0 21.7+19.0 196+ 196 39.4+213 20.8+20.7
Cender [n (%)]
Female 21(36.2) 47 (70.1) 3(37.5) 4 (40.0) 11 (36.7)
Male 37 (63.8) 20 (29.9) 5 (62.5) 6 (60.0) 19 (63.3)
Hb profile (%; ¥ £5D)
Hb Ay 3103 38£1.1° 27x04° 57+1.0° 42+04°
Hb F 03203 70£49° 62235 50£64° 1521.2°
Hb 5 854+113 439+29 675102 47909
Hb D - - 42717 - -
Hb C - - - - 422425

%+ 5D: mean + standard deviation. IQR: interquartile range. Hb profile data obtained by high performance liquid chromatography (HPLC) by VARIANT™ automated equipment

(Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Reference values: Hb A; (2.5-3.5%); Hb F (0.0-1.0%).

? Increased concentrations for Hb A; in SCD groups are due to Hb S acetylating (acetylated Hb S elutes like Hb Az)

b Increase in Hb F concentration is expected to SCD condition.

homozygotes. In the control group, the rate was 51.7% and 13.9%,
respectively. The frequencies between the case and control groups
were not statistically different (p = 0.11) and there was also no dif-
ference between the four genotypes of the disease (p = 0.05). The
allele frequency observed in the SCD group was 0.7 for the C allele
and 0.3 for the T allele, and in the control group was 0.6 and 0.4,
respectively. There was no difference in frequencies between the
case and control groups (p=0.05) and within groups with SCD
(p =0.06). The data for all groups are shown in Table 3.

We evaluated the influence of the -509C/T (TGFBI)
polymorphism in the plasma levels of TGF-p1. For this, due to
the small sample size in the Hb 5D and Hb Sp-thal genotypes we
grouped the polymorphism in twe groups: the absence of the
mutant allele (CC) and the presence of the mutant allele (CT
+TT). We did not observe changes in TGF-p1 plasma levels in the
presence of the mutant T allele in control and case groups
evaluated (Table 4).

3.3. Circulating levels of TCF-§1, platelets and WBC in SCD

The plasma levels of TGF-p1 in the SCD group were quantified
and compared to the values presented by the control group. We
observed an average increase twice the amount of this cytokine
in the plasma of patients (median and interquartile range:
348.0 + 374.0 pg/mL) compared to the control group (median and
interquartile range: 789.0 + 1003.0 pg/mL) (Mann-Whitney test,
p<0.01).

Within the SCD genotypes, we observed twice as high values in
the homozygous for Hb S (1113.0 + 73.6 pg/mL), in relation to Hb
Sp-thal (499.0 £ 138.1 pg/mL) and Hb SC (525.0 + p < 0.01) groups
(t-test, p< 0.01). We also found higher average values for the Hb
SD group (957.5 + 98.8 pg/mL), comparing with Hb SC individuals
(ANOVA, p <0.01) (Fig. 1A).

A similar pattern was observed for platelets (Fig. 1B), WBC
(Fig. 1C) and neutrophils (Fig. 1D), where the highest values were

Table 3
Genotypic and allelic frequencies for the —509C/T polymorphism in TGFBI gene.
Croups cc cT T p c T P
N 4 N % N -4 N 4 N %
Control 20 34.5 30 51.7 8 138 011 70 0.6 46 0.4 0.05
Case 59 513 45 39.1 11 96 163 0.7 67 0.3
Hb 88 31 46.3 31 463 5 74 0.05 93 0.7 41 0.3 0.06
Hb SD 3 375 2 250 3 375 8 0.5 0.5
Hb Sp-thal 8 80.0 2 20,0 0 0.0 18 09 2 0.1
Hb SC 17 56.7 10 333 3 100 44 0.7 16 0.3

Case group: includes the four SCD genotypes. Statistical analyzes: chi-square and Fisher's exact tests. Significance level: p < 0.05.
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Table 4
Plasma levels of TCF-p1 (pg/mL) between the genotypes CC and CT+TT for the
—509C/T polymorphism in TGFET gene.

Groups cC N CT+TT N P

313.0+347.0° 38 0.59°
10490930 56 094

Control 457.0£4100° 20
Case 1250.0+159.9 59

Hb 55 113402997 31 1038.0+£91.6 36 0.48
Hb 5D 404.0+28.0 3 1013.0£ 2735 5 022
Hb Sp-thal 48431635 8 550.5 £352.5 2 NP

Hb SC 3650+903 17 7154 £185.7 13 0.18

Case group: includes the four SCD genotypes. Data expressed in mean + standard
error of the mean. Statistical analysis: Student’s t-test. Significance level: p <0.05.
NP: statistical analysis not performed due to the low sample size for one of the
groups (n < 3).

* Non-parametric data expressed in median # quartile range.

" Corresponds to the p value for Mann-Whitney test (nonparametric data).

found for Hb SS group comparing to the levels presented by Hb Sp-
thal and Hb SC groups (ANOVA, p <0.01).

3.4. Relationship between plasma levels of TGF-$1 and count of
platelets and WBC in SCD

The plasma levels of TGF-p1 in SCD showed moderate to strong
correlation with the amount of platelets in the blood (r=0.56;
p<0.01). Moderate correlation was observed in Hb SS group
(r=0.44; p <0.01), while there were strong correlations in Hb 5D
(r=0.95; p<0.01), Hb Sp-thal (r=0.81; p=0.02) and Hb SC
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(r=0.70; p<0.01) groups. Correlations between plasma levels of
TGF-p1 and neutrophils count were not found in the study groups
(Table 5).

Correlation analysis between the number of platelets and WBC
were also statistically significant in SCD patients. We observed mod-
erate correlation between platelets and WBC (r=0.61; p < 0.01) and
strong correlation between platelets and neutrophils (r=0.76;
p < 0.01). On the other hand, the TGF-p1 was moderately correlated
to the WBC (r=40; p<0.01), but not to the neutrophils (r=0.40;
p=0.12) count. The results of all the correlation analyzes, both for
the SCD group and for each genotype, are described in Table 5.

Noticing the association between plasma levels of TGF-p1 and
the count of platelets and WBC in 5CD groups, we applied linear
regression analysis in order to verify the dependence between
these variables. The case group exhibited a moderately significant
ratio between TGF-p1 and platelets (r* =0.31, p <0.01) (Fig. 2A).
The ratio between these indices was also found in all four geno-
types of SCD, and the relation was weak in Hb SS (r*=0.10;
p<0.01) (Fiz.2B) and Hb SC (r?=0.28, p<0.01) genotypes
(Fig. 2C), moderate in Hb Sp-thal (r*=0.58; p=0.01) (Fig. 2D)
and strong in Hb SD (r® = 0.75, p < 0.01) (Fig. 2E). The ratio between
TGF-p1 and WBC occurred only in the group with Hb Sp-thal and it
was moderate (r° = 0.58, p < 0.01).

4. Discussion

We describe here the differences between SCD genotypes based
on inference of the inflammatory condition, by the dosage of

B 00, F——— '
—~ 400+
= T
£ 300+ e
2 T —+
{
© 200- L
&
% 1004
0 T T T T
3 [¥]
& & ol >
A I
Q\'o

»

- -
2 Mt
3
2 4 -
_‘;‘ T g
2 T
o
£ 2
=
@
=
0 T T T T
%° B & &
* L &N ®*
&

Fig. 1. Influence of 5CD genotypes on circulating values of: (A) TGF-p1. (B) Platelets. {C) WBC (white blood cells). (D) Neutrophils. Higher values for all markers were found in
Hb 55 and Hb SD groups. Reference values: WBC (5.0-10.0 K/uL); neutrophils (1.8=5.0 KJuL); platelets (140.0-400.0 K/pL). *: Indicates statistically significant difference
(one-way Anova and post hoc Tukey-Kramer; p < 0.01). Non-parametric data were transformed in log10 prior to perform the statistical analysis.
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Table 5
Correlations between the circulating levels of TCF-p1, platelets, total WBC and neutrophils in SCD groups.
Comparisons Case Hb §5 Hb SD Hb Sp-thal Hb 5C
n=115 n=67 n=08 n=10 n=30
T P r p r P r p r p
TGF-p1 = Platelets 0.56 <0.01 044 0.01 0.95 <0.01 081 0.02 0.70 <0.01
TGF-p1 = Total WBC 0.40 <0.01 018 0.14 0.26 0.54 0.76 0.01 0.18 033
TGF-p1 = Neutrophils 012 023 011 0.40 0.43 030 027 050 0.13 0.50
Platelets x Total WBC 061 <0.01 035 <0.01 043 030 065 0.04 0.47 001
Platelets = Neutrophils 0.76 <0.01 042 <0.01 0.57 015 029 041 0.17 037
Total WBC x Neutrophils 079 <0.01 0.80 <0.01 0.93 <0.01 073 0.02 0.83 <0.01

Case group: includes the four SCD genotypes. Statistical analysis: Pearson correlation. Significance level: p < 0.05. Correlation strength: r <0.30 (weak); r entre 0.30 and 0.70

(moderate); r > 0.70 (strong).

TGF-p1 linked to WBC, neutrophils and platelets counts. The eval-
uated study groups were the four most common genotypes of SCD:
Hb SS, Hb SD, Hb Sp-thal and Hb SC. A control group with Hb AA
was used as reference for TGF-p1 dosages and for the effect of
—509C/T polymorphism in circulating protein levels.

Although the literature presents studies related to the inflam-
matory process in sickle cell anemia, this is the first study to con-
siderer the four most common genotypes of SCD. Moreover, this is
the first association in SCD between plasma levels of TGF-p1 and
the main polymorphism involved in the modulation of the TGFB1
gene transcription.

In this study, plasma levels of TGF-p1 were higher in SCD when
compared to the control group without hemoglobinopathies. It was
also noted that, in general, increased plasma levels of TGF-p1 was
accompanied by WBC count, indicating the presence of an inflam-
matory response. There is a consensus that SCD courses with
chronic inflammatory state characterized by the rise in WBC
count and abnormal activation of granulocytes and monocytes
[3.5.20-22]. The occurrence of clinical manifestations in SCD, in
turn, is also related to the circulating WBC count, which reinforces
the role of leukocytes in SCD inflammation and pathophysiology.
The leukocytosis is usually accompanied by an increase in circulat-
ing levels of proinflammatory cytokines that exacerbate the sickling
and the vaso-occlusive severity of the disease [6,21].

Genetic associations with inflammation support the involve-
ment of inflammatory pathways in SCD pathophysiology and
may explain the phenotypic heterogeneity of the disease [G]. We
investigate the influence of —509C|T genetic polymorphism in
plasma concentrations of TGF-p1 protein in the assessed groups.
The polymorphism frequency did not differ between the groups
and was similar to the frequencies previously found by our
research group and compared to the literature [23].

TGF-p1 values were not related to T allele presence for the SCD
group or the control group, although the influence of the polymor-
phism in TGF-B1 quantities has already been observed in other pop-
ulations and diseases [10,24]. According to Grainger and cols., in a
study conducted in European population, the —509C/T polymor-
phism in the promoter region of the gene is associated with high cir-
culating concentrations of TGF-p1, due to the change in the
consensus binding site of the transcription factor Ying Yang 1
(YY1) [10]. Silverman and cols. evaluated patients with asthma in
a case-control study and showed that the T allele increases the
YY1 binding by about 30%, and the basal promoter function, also
by 30% [24].

As in our study, other authors also found no relationship
between circulating levels of TGF-p1 and genetic polymorphisms
in the regulatory region of TGFB1 [25]. It is known that the inflam-
matory pathway is complex and many cytokines present pleiotro-
pic activity, so that innumerous factors may be involved in
stimulating or inhibiting the production of various cytokines. Pos-
sibly due to this complexity, we could not relate the inheritance of

only one polymorphism in the gene assessed to the current values
of the protein encoded by it. Furthermore, the complexity of path-
ways involved in the SCD pathophysiology and in modulation of its
phenotypic expression can influence the measurements carried out
and thus, masking the role of genetic polymorphisms in markers
values separately studied.

We observed, however, a relation between plasma levels of TGF-
B1 and the count of platelets in blood of people with SCD. In SCD, pla-
telets circulate in an activated state with abnormal aggregation and
increased adhesive properties, due to the expression of adhesion
molecules. In addition, platelets also produce significant quantities
of inflammatory cytokines and can stimulate endothelial activation
|26]. Also in this context, platelets play a pivotal role as mediator of
inflammatory response and vascular homeostasis, since they might
promote and control the recruitment and adhesion of leukocytes
and activation of neutrophils during inflammation [27-29].

TGF-B1 is a normal component of alpha granules in platelets
and most of the circulating cytokine is derived from the degranu-
lation of these platelets [30,31]. In our study, correlation was pos-
itive, showing that increased amounts of platelets reflect in higher
levels of cytokine in all SCD genotypes. Besides, both TGF-p1 and
platelets showed positively related to the count of total WBC, indi-
cating their involvement in the inflammatory process. Since plate-
lets contain high concentrations of TGF-1, its count could be used
as an indirect measure of the amount of TGF-B1 released by plate-
let degranulation, as previously reported by Assoian and Sporn in
cultures of aortic smooth muscle cells [32] and recently demon-
strated by Engels and cols in plasma from patients with liver can-
cer and a control group without the disease [33]. According to the
results of this study, we suggest that this ratio could also be used in
the inference of TGF-p1 levels in SCD.

Although initially identified as a proinflammatory cytokine, due
to their neutrophils and macrophages chemoattractant activity, the
anti-inflammatory role of TGF-p1 has been gaining prominence [9].
In response to tissue damage caused by inflammation, TGF-B1
appears to be released by platelets and also by endothelial cells
and fibroblasts, maintaining homeostasis and preventing excessive
proliferation of immune cells, thus contributing to the resolution of
inflammation [8].

Besides attracting macrophages and neutrophils to inflamma-
tion sites, TGF-g1 promotes the polarization from types M1 to
M2 macrophages and from types N1 to N2 neutrophils. Type 1
macrophages present proinflammatory activity, through the pro-
duction and release of proinflammatory cytokines, such as inter-
leukins (IL-1B, IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-wt),
whereas M2 macrophages are involved in suppressing immune
response, through the production of IL-10 and TGF-B [34]. Simi-
larly, N1 neutrophils have a higher state of activation and, there-
fore, a proinflammatory phenotype directed by the release of
TNF-o and recruitment of T lymphocytes, for example. On the con-
trary, N2 neutrophils have less inflammatory activity [35].
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Fig. 2. Simple linear regression analysis between TGF-B1 plasma levels and platelets count. (A) Weak positive linear regression in case group (F=031; p <0.01). (B) Weak
positive linear regression in Hb 55 (P =0.10; p=0.01). (C) Strong positive linear regression in Hb SD (r*=075; p < 0.01). (D) Moderate positive linear regression in Hb Sg-thal
(r* =0.58; p <0.01). (E) Weak positive linear regression in Hb 5C (r?=0.28; p=0.01). Sgrt: square root.

Based on this, we believe that because of the chronic inflamma-
tory condition in SCD, the levels of TGF-p1 are constantly high,
especially in cases where the subjects are out of the steady state
condition, wherein the hemolytic and vaso-occlusive process is
aggravated and culminates in increased inflammatory response.

Among the SCD genotypes, we also found differences in TGF-p1
values. Although all SCD genotypes presented high TGF-p1 levels,
Hb SS and Hb SD groups showed higher averages than the other
groups, suggesting that they are the most clinically severe patients.
The existence of phenotypic variation among the different geno-
types of the disease is well known, and sickle cell anemia is the

most severe condition, thus following with greater inflammation
and release of pro and anti-inflammatory cytokines, compared to
other genotypes, especially the Hb SC genotype [1,4]. It is possible
that the increased production and release of TGF-pl1 in these
patients is occurring in response to the high level of inflammation
and that this release is favorable, suppressing the exacerbation of
the inflammatory process.

We note that the Hb SD group presented similar behavior to Hb
SS genotype in TGF-p1 dosages and platelets and WBC counts, dif-
ferent from other genotypes. We believe this result is of importance
for determining the hemolytic gravity generated by the association
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of Hb D with Hb § [36,37]. The mutation for Hb D occurs in the inter-
action site between Hb S molecules (B121 position) and it is
believed that the amino acid change (Glu — Gln) encourages this
interaction and consequently the polymerization process, resulting
in erythrocyte sickling [31,32]. Adachi and cols. [36] showed that
Hb S polymerization speed is higher when in association with Hb
D-Punjab. This may explain the possible inflammatory severity of
SCD in double heterozygous Hb SD found in our study.

The immune system regulation by TGF-p1 is complex and
highly variable, depending on the physiological condition and the
types and degrees of differentiation of the cells involved. Because
of its multifunctional role and involvement in maintaining tissues
homeostasis, clinical applications involving the inhibition or stim-
ulation of the TGF-f1 pathway are being investigated, particularly
in cases of cancer, fibrosis and autoimmune diseases [8,38].

Among the known effects of TGF-p1 in SCD so far in different
studies, highlight their involvement in fibrotic processes [39], the
inhibition of erythropoiesis [11,40] and inflammatory response
[41]. However, in this study, we suggest that its inflammatory role
in SCD resides primarily in the maintaining homeostasis, due to
its ability to attract and polarize neutrophils and macrophages. Fur-
thermore, the observed relationships between plasma levels of TGF-
B1 and platelet counts are innovative for DF and reinforce the
involvement of TGF-p1 in regulating the inflammatory response.

Considering the results obtained in this study, showing the
involvement of TGF-p1 in SCD inflammation and in view of its
action already known to control the immune response, TGF-p1
might become an important therapeutic target also in SCD. Mech-
anisms able to blocking the TGF-B pathway signaling where its
action is mainly preoinflammatory andfor promoting its action
where the anti-inflammatory role is more expressive could be
the key for inflammation treatment in SCD. Future studies will
address the mechanisms responsible for TGF-B1 activation in SCD.

5. Conclusion

In summary, the results presented in this study indicate that the
plasma levels of TGF-B1 are elevated in SCD, especially sickle cell
anemia, the most clinically severe condition. Their levels are
related to WBC, evidencing the chronic inflammatory condition
triggered by the disease, and associated to the count of circulating
platelets, suggesting that increased plasma levels of TGF-p1 can be
indirectly inferred by increased platelet count in the blood.
Because of the strong anti-inflammatory role of the cytokine, the
TGF-p1 pathway might become an important therapeutic target
in the resolution of SCD inflammation. Overall, these data indicate
the TGF-p1 has an important anti-inflammatory role and repre-
sents a potential target for the development of new therapeutic
strategies in SCD.
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respectively. Painful crisis were present in eight (66.7%) patients evaluated,
representing the most common clinical event. Acute chest syndrome was the second
most prevalent manifestation, occurring in two individuals (16.7%). Three patients were
asymptomatic while two others exhibited greater diversity of severe clinical
manifestations. Discussion: Generally, the clinical information reported in the medical
records showed a great clinical diversity for the SCD, from the absence of symptoms to
the wide variety of phenotypes. The SCD genotype, Bantu haplotype and hemoglobin
levels not influenced in the clinical diversity. Thus, the phenotypic variation in SCD is
present within a specific genotype for disease regardless of the beta-globin gene
cluster haplotypes.
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ABSTRACT

Objective: Investigate the phenotypic heterogeneity of the sickle cell disease (SCD) in
carriers of hemoglobins S and D-Punjab association (Hb SD) and Bantu haplotype.
Methods: We evaluated medical records from 12 patients with SCD whose Hb SD
genotype and Bantu haplotype were both confirmed by molecular analysis (PCR-RFLP).
Hb S and Hb D levels were quantified by chromatographic analysis (HPLC). Results:
Mean concentrations of Hb S and Hb D were 44.8+2.3% and 43.3£1.8%, respectively.
Painful crisis were present in eight (66.7%) patients evaluated, representing the most
common  clinical event.  Acute chest syndrome was the  second
most prevalent manifestation, occurring in two individuals (16.7%). Three patients were
asymptomatic while two others exhibited greater diversity of severe clinical
manifestations. Discussion: Generally, the clinical information reported in the medical
records showed a great clinical diversity for the SCD, from the absence of symptoms to the
wide variety of phenotypes. The SCD genotype, Bantu haplotype and hemoglobin levels
not influenced in the clinical diversity. Thus, the phenotypic variation in SCD is present
within a specific genotype for disease regardless of the beta-globin gene cluster

haplotypes.

Keywords: Sickle cell disease; Hemoglobinopathy; Hemolytic anemia; Haplotypes;

Bantu.
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INTRODUCTION

Sickle cell disease (SCD) is a group of hemolytic anemia that includes the sickle
cell anemia and the associations between hemoglobin S (Hb S) and thalassemias or others
hemoglobin variants, such as Hb C, Hb D and Hb E. Hb S concentration is a determinant
factor for the SCD clinical severity, thus double heterozygous genotypes usually, but not
always, are less clinically severe than sickle cell anemia (Hb SS)*?.

SCD phenotypic heterogeneity can be noticeable between and/or into the different
genotypes, once individual genetic features and environmental conditions are able to exert
influence on pathophysiology of the disease®. The association between Hb S and Hb D-Los
Angeles (Hb SD) often results in mild to moderate symptoms, although severe conditions
have been reported®.

The beta-globin gene cluster haplotypes associated with Hb S are potential
modulators of the phenotypic expression in SCD, mainly due theirs relation with fetal
hemoglobin (Hb F) levels. There are five typical haplotypes described in association with
Hb S inheritance: Benin, Bantu, Senegal, Cameroon, and Saudi-Arabia India, of which
Senegal and Saudi-Arabia India confer the highest Hb F concentrations. In Brazil, Bantu
and Benin haplotypes are the most frequent. The first usually is associated with lower Hb F
levels, while Benin haplotype have intermediated values®".

In this study, we aimed to verify the phenotypic diversity of SCD presented by

carriers of the Hb SD genotype and Bantu haplotype, in a Brazilian population group.
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METHODS

We investigated 12 individuals with Hb SD genotype and Bantu haplotype.
Peripheral blood sample was collected in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) 5.0% as anticoagulant. We only consider in study the patients without
hydroxyurea use history, due to its influence on the clinical presentation of the disease. The
study was reviewed and approved by the Ethics Committee, from Sao Paulo State
University (Universidade Estadual Paulista-UNESP) in Brazil.

The hemoglobin fractions were quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). The Hb SD genotype was confirmed by molecular analysis, after
DNA extraction by phenol-chloroform method. PCR-RFLP was applied for Hb S and Hb
D confirmation. Hb S was identified using the specific primers sense 5’°-
GGCAGAGCCATCTATTGCTTA-3’ and antisense 5’-ACCTTAGGGTTGCCCATAAC-
3’ and restriction enzyme Ddel (5’-C|TNAG-3"). For Hb D, the primers used was the
sense 5>-TGCCTCTTTGCACCATTCTA-3’ and antisense 5’-GA
CTCCCACATTCCCTTTT-3’, with restriction enzyme EcoRI (5’- GJAATTC -3°).

The beta-globin gene cluster haplotypes was screened in all the patients by analysis
of polymorphic sites, namely: 5’y®-Xmnl, y&-Hindll1, y*-HindII1, ywB -Hincll, 3’ yf-Hincll
¢ 5’B-Hinf I. The technique applied was PCR-RFLP as previously described by Sutton and
cols (1989)°. The Bantu haplotype was identified by the combination - + - - - -, where “-*
means absence and “+” presence for the respective restriction site. Phenotypic and clinical

information was obtained from medical records.
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RESULTS

From the 12 patients with Hb SD, six were female and six were male, with median
age of 26.5 years old (11-43 years). Mean concentrations of Hb S and Hb D were
44.8+2.3% and 43.3+1.8%, respectively (Table 1). The patients with Hb SD and Bantu
haplotype presented great diversity of phenotypes, since the absence of clinical symptoms
until the presence of multiple events associated.

Recurrent painful crisis were the most common clinical event in these patients.
They were present in eight (66.7%) individuals, followed by acute chest syndrome (ACS)
in two (16.7%) patients. Three patients were asymptomatic and four showed sporadic
episodes of pain. Two individuals presented more severe clinical manifestations
characterized by ACS episodes. Lastly, two patients exhibited greater diversity of clinical
manifestations reported in the medical records. The first was a man 36 years old, with
recurrent painful crises, history of several episodes of priapism and persistent leg ulcer.
The second was a woman 43 years old, presenting recurrent painful crises, avascular
necrosis of the femoral head, born infarction in humerus and iliac aortic dissection,

associated to aneurism and convulsive crises (Table 2).
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Table 1. Characteristics of Hb SD genotypes and Bantu haplotype carriers.

Characteristics Hb SD Bantu

Age [ years; (mean £ SD) 25.7+12.4
Gender [n (%0)]
Female 6 (50.0%)
Male 6 (50.0%)
Hb profile [%; (mean + SD)
Hb A, 28104
Hb F 51+30
Hb S 448 +£2.3

Hb D 43.3+18
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Table 2. Clinical phenotypes observed in individuals with Hb SD genotype and Bantu haplotype.

Hb F  Painful Leg o Avascular

(%0) crisis AC ulcer Priapism necrosis
SD01 36 F 2.9 X X - NA -
SDO03 39 F 4.5 X - - NA -
SD04 13 M 4.0 X - - - -
SD05 11 F 5.7 - - - NA -
SD06 25 F 9.3 X - - NA -
SDO07 43 F 4.3 X - - NA X
SDo08 14 M 4.0 - X - - -
SDO09 28 F 15 X - - NA -
SD10 12 M 6.4 - - - - -
SD11 38 M 0.6 - - - - -
SD12 13 M 11.2 X - - - -
SD14 36 M 6.4 X - X X -

ACS: acute chest syndrome. F: female. M: male. X: indicates phenotype presence. X*: indicates
phenotype recurrence and presence. For painful crisis, more than three episodes for year was
considerate recurrence. For ACS, more than one event was considerate recurrence. -: indicates

phenotype absence. NA: not applicable.
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DISCUSSION

The screening of clinical occurrences in the medical records from Hb SD genotype
carriers showed wide variety of manifestations in SCD. In this study we fixed specific
genotype for SCD, beta-globin gene cluster haplotypes and the absence of hydroxyurea
treatment as profile for our population. Despite this attempt to compose a homogeneous
study group it was still possible to observe great diversity of SCD phenotypes. In addition
to these variables, the hemoglobin profile was similar between the individuals, without any
considerable variation in mean values for Hb S and Hb F.

As noted in Table 2, the patients SD05, SD10, and SD11 were asymptomatic with
two of them representing the younger patients (11 and 12 years old) in this study. It is
possible that the young age contribute for the absence of clinical manifestation in these
patients. However, patient SD11 is 38 years old and remains without considerable
symptoms for the SCD. Moreover, patient SD12 is 13 years old and already courses with
sporadic pain. The Bantu haplotype is associated with lower Hb F levels and greater
clinical severity for SCD; however in this study we found both asymptomatic individuals
and patients with severe symptoms with this haplotype.

We believe that the phenotypic variations frequently found in SCD are beyond
disease genotype, beta-globin gene cluster haplotypes or Hb F levels. Although these
features significantly contribute to modulate the phenotypic expression of SCD, many
other genetic factors may be involved and need to be considered in future studies. In this
study, we verified that the Hb SD genotype is associated with a wide clinical variable,
from the absence of symptoms till phenotypes with similarity to sickle cell anemia

severity. Same results were described by Patel and cols”.
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CONCLUSION

The phenotypic variation in SCD can be observed within a particular genotype for

disease and also in the same beta-globin gene cluster haplotypes. Genetics and

environmental characteristics and treatment adherence may also have influence in clinical

manifestations of SCD.
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ANEXO A — Parecer do comité de ética — CEP Hemorio

COMITE N2 ETISE M PESQUISA -- CEP HEMGRIOQ

Rio de Janeiro, 04 de junho de 2009.

ASSUNTO: Parecer consubstanciado de projeto de pesquisa avaliado pelo CEP HEMORIO

Prezada Pesquisadora,

O projeto, “Estudo de Polimorfismos Genéticos em Pacientes portadores de Doenga

Falciforme e sua associagio com complicagdes clinicas”, registro CEP HEMORIO 151/08,

foi aprovado pelo Comité desta Instituigao, conforme a Resolugdo CNS 196, de 10/outubro de 1996, apos

analise das respostas as pendéncias.

Ressaltamos abaixo, algumas orientagdes fundamentais, as quais o pesquisador deve estar muito atento:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo ao seu cuicado e deve receber

uma céopia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado;

0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar
o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando
seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeira agao
imediata;

O CEP deve ser informado de lodos os efeitos adversos ou fatos relevantes que allerem o curso

normal do estudo. E papel do pesquisador assequrar medidas imediatas adequadas frente a evento

adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdes ao CEP e a

ANVISA, junlo ccm seu posicionamento;

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos

do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las

tambeém a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente até 04/12/2009 e ao término

do estudo.

Sendo assim, por favor, contate a Coordenagdo do CEP HEMORIO (Sra. Laura Jane ou Thais bliveira) pelo

telefone 2299-9442, ramal 2141, a fim de estabelecermos o fluxo de sua pesquisa e lomarmos outras

providéncias pertinentes.

Atenciosamente,

Laura Jane Gongalves Neumann
Coordenadora do CEP HEMORIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Frei Caneca, 8 — Cenlro - Rio ce Janeiro - CEP 20211-030

Tel.: (21) 2299-9442 R. 2215 — Fax. 2242-4250 - WWW.h€MOTrio.ri.qov.br - cep@hemorio rj.gov.br
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ANEXO B - Parecer do comité de ética — CEP UNESP/IBILCE

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS W d
EXATAS/CAMPUS DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polimorfismos genéticos e expressdo de marcadores envolvidos em processos
inflamatoérios, angiogénicos e de hipdxia na doencga falciforme

Pesquisador: Lidiane de Souza Torres

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versao: 1
CAAE: 08813112.7.0000.5466
Instituicao Proponente: Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas/ Campus de S&o José do

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 189.409
Data da Relatoria: 12/11/2012

Apresentagao do Projeto:

O projeto contém todos os itens formalmente previstos: introdugéo, justificativas, objetivos, material e
métodos - com um sub-item sobre consideragoes éticas - e referéncias bibliograficas. Serdo realizadas
analises genotipicas em amostras de sangue periférico de 400 pacientes portadores de genotipos menos
comuns da anemia falciforme os quais serdo correlacionados com a expressao de marcadores da resposta
inflamatdria, angiogénese e hipoxia.

Objetivo da Pesquisa:

O projeto visa ampliar o conhecimento sobre a modulagéo fenotipica de genttipos menos conhecidos da
anemia falciforme, a saber Hb SS, Hb S/beta-talassemia, Hb SC e Hb D com relagdo as possiveis
influéncias sobre a inflamagao, angiogenese e hipoxia tecidual em seus portadores. Para isso os pacientes
serdo genotipados com base nos genodtipos acima. Entdo, serdo avaliados quanto a presenca de
polimorfismos genéticos para varios reguladores da resposta inflamatoria (TNF-alfa, TGF-B3, IL-18 e IL-8) e
da angiogénese (VEGF)e para a expressdo plasmatica desses e de outros reguladores anti-
inflamatorio(ANXA1) e de hipéxia (HIF-1A). Seréo utilizados 400 pacientes, de ambos os géneros, em
acompanhamento no Hemocentro do Rio de Janeiro (HEMORIO) ¢, Instituto Estadual de Hematologia Arthur
de Siqueira Cavalcante, com o qual o Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematologicas
(LHGDH) do IBILCE, onde sera realizada a pesquisa, possui convénio de colaboragéo.

Enderego: CRISTOVAO COLOMBO 1897/99999

Bairro: JARDIM NAZARETH CEP: 15.054-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO

Telefone: (17)3221-2456 Fax: (17)3221-2500 E-mail: soraiafr@ibilce.unesp.br;
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INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS W"p
EXATAS/CAMPUS DE SAO

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo minimos e descritos pela proponente como pequeno edema no local da pungéo sanguinea.
Os beneficios séo relevantes pois o estudo podera trazer novas informagdes sobre a influéncia dos
gendtipos acima mencionados sobre a fisiopatologia da anemia falciforme.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A questado bioldgica a ser investigada esta bem fundamentada e tem grande relevancia clinica para a
compreensao da influéncia genética sobre o quadro clinico da doencga. A metodologia é pertinente, atual e
exequivel no tempo proposto. O projeto atende as recomendagdes éticas para pesquisas com seres
humanos.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

O termo de consentimento apresenta, em linguagem clara e acessivel, os objetivos da pesquisa, os
possiveis riscos, que sdo minimos, e demais informagdes necessarias para fundamentar a escolha dos
sujeitos de pesquisa quanto a participagdo no projeto.

Recomendacgoes:

Nao ha recomendacgdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto é relevante e exequivel e atende plenamente os preceitos éticos recomendados. Os possiveis
beneficios acima destados justificam sua execugéao.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O projeto esta apresentado de forma adequada e sem recomendagdes. A pesquisadora devera encaminhar
os relatérios parcias semestralmente para avaliagdo do acompanhamento do projeto pelo CEP.



