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RESUMO

Os individuos com Doenca Falciforme (DF) apresentam manifestacdes clinicas variaveis que
podem ser decorrentes de fatores genéticos e ambientais. O presente trabalho teve como
objetivo investigar se os marcadores genéticos relacionados a vasoatividade e coagulacdo
modulam a gravidade clinica em pessoas com DF em quatro faixas etarias. Para isso, dois
grupos longitudinais foram formados, o prospectivo, que avaliou 59 criancas com DF
nascidas no periodo de maio de 2012 a dezembro de 2013, e o retrospectivo, que avaliou 392
pessoas com DF no ano de 2011. Estes dois grupos foram divididos em quatro subgrupos de
estudo, de acordo com a faixa etaria, em: Criancas | (de 0 a 4 anos de idade, N=59), Criancas
Il (de 5 a 10 anos, N=53), Adolescentes (11 a 19 anos, N=127) e Adultos (acima de 20 anos
de idade, N=212). Todos os individuos foram genotipados para a DF, para os haplétipos da
globina beta-S, e para os polimorfismos genéticos nos genes da cistationina beta-sintase (CBS,
844ins68), enzima conversora de angiotensina | (ECAL, 1/D 287 pb), enzima conversora de
angiotensina Il (ECA2, A1075G), inibidor do ativador do plasminogénio tipo | (PAIL, -675pb
4G/5G) e adenosina deaminase (ADA, G22A). A classificacdo do perfil fenotipico de
gravidade do subgrupo Criancas | foi realizado pelo hematologista do HEMORIO (RJ), e dos
subgrupos Criancas 11, Adolescentes e Adultos pela calculadora online “Sickle Cell Disease
Severity Calculator”. Com excessdo do gendtipo SC que foi mais frequente no subgrupo
Criancas I, as frequéncias genotipicas e alélicas para os marcadores genéticos avaliados nédo
diferiram entre os quatro subgrupos amostrais, porém foi verificada elevada frequéncia de:
genotipo SS (anemia falciforme - AF), haplétipo Bantu, alelo Ins- para a CBS, alelo 5G para o
PAIL, alelo D para ECAL, alelo G para ECA2 e o alelo G para ADA. Quanto aos perfis
fenotipicos de gravidade clinica, no subgrupo Criancas I, Criancas Il e Adolescentes, as
formas leve e moderado se destacaram. No subgrupo Adultos, perfis moderado e grave
estiveram presentes em aproximadamente 90% dos individuos. Na avaliacdo dos marcadores
genéticos como interferentes na gravidade clinica dos individuos, foi verificado para o grupo
prospectivo que o gendtipo SS contribui com aproximadamente 22 vezes mais risco de
ocorréncia de clinica moderada e grave. Quando avaliados somente os individuos com AF do
grupo prospectivo, o genotipo GG para o polimorfismo A1075G da ECA2 apresentou efeito
protetor, por diminuir a ocorréncia das manifestacbes moderadas e graves. Para 0 grupo
retrospectivo, a presenca do gendtipo SS aumentou a chance de ocorréncia de clinica

moderada e grave em aproximadamente oito vezes e s grave um aumento de quatro vezes.



Com esses resultados foi possivel concluir que o gendtipo SS interfere diretamente na
gravidade clinica dos individuos com DF, e o genétipo GG do gene ECA2, apresentou efeito

protetor contra perfis moderado e grave nas criangas com AF.

Palavras-chave: vaso-oclusdo, polimorfismos genéticos, gravidade clinica, doenca
falciforme.



ABSTRACT

Sickle Cell Disease (SCD) is characterized to several clinics manifestations that vary among
subjects and this clinical diversified can be caused by genetic and environmental factors. The
study aim was to investigate whether genetic markers related to vaso-activity modulate
clinical severity in SCD people in four age groups. Then, two longitudinal groups were
formed: the prospective groups that evaluated 59 SCD children born in May 2012 to
December 2013, and the retrospective group that evaluated 392 people with SCD in 2011.
These groups were separated in four study subgroups according to age in: Children | (of 0 at 4
years-old, N=59), Children Il (of 5 at 10 years-old, N=53), Adolescents (of 11 at 19 years-old,
N=127) and Adults (above of 20 years-old, N=212). All the subjects were genotyped SCD
presence, beta-S haplotypes and genetics polymorphisms in cystathionine beta-synthase (CBS,
844ins68), angiotensin converting enzyme | (ACEL, I/D 287 pb), angiotensin converting
enzyme Il (ACE2, A1075G), plasminogen-activator inhibitor type 1 (PAIL, -675pb 4G/5G)
and adenosine deaminase (ADA, G22A) genes. The clinical severity profile classification of
Children | subgroup was accomplished by Hematologist of HEMORIO, and to Children II,
Adolescents and Adults subgroups was used the software online named “Sickle Cell Disease
Severity Calculator”. Except for the SC genotype that was more frequent in the Children |
subgroup, the genotypic and allelic frequencies for the genetic markers evaluated did not
differ between the four sample subgroups, but was verified high frequence of SS genotype
(Sickle Cell Anemia - SCA), Bantu haplotype, Ins-allele to CBS gene, 5G allele to PAI1 gene,
D allele to ECAL gene, G allele to ECA2 gene and G allele to ADA gene. Regarding to clinical
severity profile in the Children I, Children Il and Adolescents subgroups, the severity more
frequent were light and moderate, and the Adults subgroup the moderate and severe
classification were present in approximately 90% of subjects. In the evaluation of genetic
markers as interfering in the clinical severity of subjects, was verifield to prospective group
that the SS genotype contributes with approximately 22 times more the risk of moderate and
severe clinical. When evaluated just the SCA patients of the prospective group, the GG
genotype to A1075G of ECA2 polymorphism, presented a protective effect by reducing the
occurrence of moderate and severe clinical. For the retrospective group, the presence of SS
genotype increased the occurrence chance the moderate and severe clinical in approximately
eight times, and, just severe clinical the presence of SS genotype increased the occurrence

chance to four times. These results showed that the SS genotype directly interferes in the



clinical severity of SCD individuals, and the GG genotype of the ECA2 gene had a protective
effect against moderate and severe profiles in children with SCA.

Key-words: vaso-occlusion, genetics polymorphisms, clinical severity, sickle cell disease



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica dos processos fisiopatoldgicos na anemia

Lt L[l 1 (0] 1< OSSPSR 27
Figura 2. Reagdes de Fenton € Haber-Weiss ..........ccooiiiiiiiiniieceeeee e 28
Figura 3. Localizacdo geogréfica de origem dos hapldtipos da globina beta-S....................... 32
Figura 4. Sistema Renina-Angiotensina AldOStErONa............cccvevvevieieiiiesieese e 35
Figura 5. A¢do da Enzima Conversora de Angiotensinal e Hl..........ccccccoovvivvivi i, 35
Figura 6. MetaboliSmMO das PUIINGS..........coiiiiiiieieieieee e 37
Figura 7. Metabolismo da NOMOCISTEING. .........cviuiiiieiriie e s 39
Figura 8. Processo de fIDrNOIISE. .........ccviiiiiiiece e e 39

Figura 9. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP para

Figura 10. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
PAFA HDC ...t ra e anes 56
Figura 11. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
PATA HDD ...ttt bbbt 58
Figura 12. Representacdo esquematica do resultado da PCR-AE para as mutacGes de beta-
L6 L =] 0 1 - VOSSR 60

Figura 13. Representacdo esquematica dos sitios polimérficos estudados na determinacdo dos

RAPIOLIPOS B ..ottt 61
Figura 14. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
para os sitios polimoérficos de haplotipo avaliados...........cocovveieiieieiiiree s 63
Figura 15. Representacdo esquematica da PCR para CBS ..........cccooovviiiieiieiene e, 65
Figura 16. Representacdo esquematica da primeira PCR para ECAL.........ccccooevvivivnvenienn. 66
Figura 17. Representacdo esquematica da segunda PCR para ECAL.........ccccocvvviniiicicnnn. 67
Figura 18. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
PAFA ECAZ. .. e e e be e anraeennes 69
Figura 19. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
PATA ADA. ... 70
Figura 20. Representacdo esquematica dos possiveis produtos de restricdo da PCR-RFLP
PAFA PALL ..ot n e 72

Figura 21. Comparacdo entre as frequéncias dos gendtipos SS e SC nos subgrupos amostrais

AVAITATOS. ... e ettt e e et e e e e e e e ————ttae e e e —— 81



Figura 22. Frequéncia genotipica dos haplotipos da globina beta-S ............ccocoviiiiniicne, 82

Figura 23. Andlise de sobrevida das criangas do subgrupo Criangas l..........c.cceceevvereierennene. 92
Figura 24. Frequéncia das manifestacfes clinicas com diferenca estatistica significante entre
0S SuUbgrupos do eStudO FEtrOSPECLIVO. .....cc.ueiuiiieiieeiieie et re e 96
Figura 25. Comparacéo da gravidade clinica entre 0s sSubgrupos amostrais.............ccccceeuenes 98

Figura 26. Curva de sobrevida do grupo de estudo retroSpectivo............covvevvererercnesiennnn 102



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Itens para classificacdo segundo indice de gravidade.............ccocooririiiiinicnennennen, 47
Tabela 2. Protocolo de amplificagdo paraa PCR de HD S........ccoiiiiiiii 54
Tabela 3. Protocolo de digestdo paraa RFLP de Hb S........ccoooviiiiii 54
Tabela 4. Protocolo de amplificagdo paraa PCR de HD C.......ooveiiiiiiiiiee 55
Tabela 5. Protocolo de digestdo paraa RFLP de HD C.......ooovviiieiiiiie e 56
Tabela 6. Protocolo de amplificacdo paraa PCR de HD D......ooovvevveeiiecececcceece e 57
Tabela 7. Protocolo de digestdo para a RFLP de HD D........ccooovoiiiiiiiiiicce e 57

Tabela 8. Protocolo de amplificacdo para o alelo selvagem da PCR-AE das mutagdes de beta-
BBIASSEIMIA. ...ttt bbb bRttt bbb Eeere e 59
Tabela 9. Protocolo de amplificagdo para o alelo mutante da PCR-AE das mutac6es de beta-
L6 L =] 0 T - OSSR 59
Tabela 10. CondicGes das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da
DELA-TAIASSEIMIA ... .cveeeeieiie sttt et e s e s be e teeneesreeteereesreenteaneenreas 60
Tabela 11. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de regiGes da familia

DBttt ettt AR E et E e Ee £ Rt R e b oAt R e R £ e Rt E et et e R e R et e R e e R e E e Rt e Rt e bt et ereere e 61
Tabela 12. Composicdo das reacOes utilizadas para amplificacdo das regides polimoérficas da
familia da globina P.......c.oooiiiiiii s 62
Tabela 13. CondicGes das reacBes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da
familia da globina P.......coooiiiiio s 62
Tabela 14. Tamanho dos produtos amplificados e apds a clivagem com as endonucleases de
=] 1 o= 1o TSSOSO 63
Tabela 15. Protocolo de amplificagdo para CBS por PCR.........ccooviiiiineieeec e 64
Tabela 16. Protocolo da primeira amplificagdo para ECAL por PCR.........ccooceiviiiininiienn 65
Tabela 17. Protocolo da segunda amplificacdo para ECAL por PCR........cccoovvveiieieniieneene. 66
Tabela 18. Protocolo da amplificagdo para ECA2 por PCR.........coeviiiiiiiieie e, 67
Tabela 19. Protocolo de digestdo para a RFLP de ECA2..........ccoooeiiiie i 68
Tabela 20. Protocolo de amplificacdo para a PCR-HotStart de ADA: MiX 1.......cccccevevrieennene 69
Tabela 21. Protocolo de amplificacdo para a PCR-HotStart de ADA: MiX 2.....cccovvevvvenenne. 70
Tabela 22. Protocolo de amplificacdo para a PCR-RFLP de PAIL .......ccccoovivveiviiecece e, 71
Tabela 23. EspecificagOes da investigacdo molecular para as hemoglobinopatias.................. 73

Tabela 24. Especificagdes da investigagdo molecular para os sitios polimorficos que
caracterizam os hapldtipos da globina beta.............cocvevvieiieicce e 75



Tabela 25. Especificacbes para a investigacdo molecular dos polimorfismos genéticos

eNVOIVIAOS NA VASO-0CIUSED......c.viieiiiiiiiiiie ettt 76
Tabela 26. Frequéncia genotipica de DF entre 0s subgrupos amostrais..............ccoeveverveienen, 80
Tabela 27. Frequéncia genotipica dos haplotipos da globina beta-S.............cccccooeiveieienen, 82
Tabela 28. Frequéncia alélica dos haplotipos da globina beta-S no grupo de estudo.............. 83
Tabela 29. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo 844ins68 no gene CBS ............ 84

Tabela 30. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo -675pb 4G/5G do gene PAIL...84
Tabela 31. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo I/D 287pb do gene ECAL......... 85
Tabela 32. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo A1075G no gene ECA2............ 86
Tabela 33. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo G22A no gene ADA................. 86
Tabela 34. Ocorréncia de manifestacdes clinicas nos DF do grupo de estudo prospectivo
(CIIANGAS 1)ttt bbbt bttt e et bbbt bt eneenees 89
Tabela 35. Perfil de gravidade clinico do subgrupo Criangas | de acordo com as metodologias
(0[N0 T | =T Lo OSSOSO 90
Tabela 36. Perfil de gravidade clinica do subgrupo Criangas l.........ccccoceveieiinieininieneneenen, 91
Tabela 37. InformagGes genotipicas das criancas que evoluiram para Obito do subgrupo
(@15 - (o= TS TSSO 92
Tabela 38. Ocorréncia de manifestacdes clinicas nos DF do grupo de estudo retrospectivo..94
Tabela 39. Comparacdo das ocorréncias das manifestacdes clinicas entre os subgrupos
Y101 [ 1TSS P TR 95

Tabela 40. Classificacdo do perfil fenotipico dos individuos do grupo de estudo

FEEFOSPECTIVO. ...ttt ettt ettt ettt e et e et e et e s beente e seesaeesbeesseebe e teentesaeeneenee e 97
Tabela 41. Comparacdo entre o perfil fenotipico nos quatro subgrupos amostrais................. 97
Tabela 42. Caracteristicas genéticas do grupo de adultos com idade acima de 60 anos.......... 98

Tabela 43. Informacdes genotipicas e clinicas dos 6bitos nos subgrupos Adolescentes e
AUUITOS. ...ttt bttt b et e r e b et et b e ae e enes 101
Tabela 44. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(T 0 oo T oI (0] o =Tot 1Y ) PRSP SP 103
Tabela 45. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GIrUPO PrOSPECTIVO)....eeueieeitieieeieeieesie ettt bbbttt bbbt b e n e 104
Tabela 46. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GrUPO PrOSPECLIVO)...cuviieiieiiie et ettt ettt ettt et e st e e e e saa e et e e s b e e sbeesaeeanbeesbeeanaaesneeanes 104
Tabela 47. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GrUPO PrOSPECIIVO)....cuviiieeseesiiesieeiesiee sttt sttt sttt sbe et enbe e s e abeesbeeneesbeebeaneesreeneas 105



Tabela 48. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo ProSPECIV)........ccviveieerieeieieeresee s e eee e e sae e 106
Tabela 49. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo ProSPECIVO)........ccviveieerieeieieesesieseesie e see e see e 106
Tabela 50. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo ProSPECiVO).........courerererererieenesieese e 107
Tabela 51. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo ProSPECIV)........cceiuerierieeieieesesee e e eee e sre e e 107
Tabela 52. Comparacéo do uso de HU em relacgdo a gravidade clinica............ccccccvcenennnne. 108
Tabela 53. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GrUPO FELIOSPECLIVIO)....c.vviiteeiteeie ettt ettt ettt e te e ae e e e sbe e beesaesreeseeenaesreenaean 109
Tabela 54. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GrUPO FELIOSPECLIVIO)... e veitieieeie ettt ettt e teeae s e e sbe e beenaesreeseeaneesreeneen 109
Tabela 55. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GIrUPO FEIIOSPECTIVO). ...ttt sttt bbbttt ettt b ettt 110
Tabela 56. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
(GrUPO FELIOSPECLIVO)....c.vviiuieieieie ettt ettt ettt s e e et e st e e b e sbe e beesaesteesaeenaesneeare s 110
Tabela 57. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo retroSPECtiVO)........ccueiveiueeiieiieiie e 111
Tabela 58. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo retroSPECHIVO).......cueviereieiieiecse e 111
Tabela 59. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo retroSPECtiVO)........ccvieeieeiieiieiie et 112
Tabela 60. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com AF (Grupo retroSPECtiV)........cceiveiueeiieiieiie e 112
Tabela 61. Resultado do teste GLM realizado nos individuos com AF do grupo
FEETOSPECTIVO. ...ttt bbbttt bbbt bbbt et bbbt 113
Tabela 62. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para os individuos com DF
(GrUPO PrOSPECLIVO)...cuviiiiieciie ettt ettt ettt ettt e et e s s e et e e s be e e taesateanbeesbeeenteenneeanes 114
Tabela 63. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para os individuos com DF
(GrUPO PrOSPECLIVO)...cuviiiiieciie ettt ettt ettt e et e e st e e sbeesbe e e beesaeeanbeesbeeenteenneeanes 114
Tabela 64. Chance de ocorréncia de morte de acordo com marcadores genéticos para 0S
individuos com DF (Grupo retroSPECLIVO).......ccuiiueiieieeieieeseeiesee e eeesee e eeesrae e sneesraeneas 115
Tabela 65. Chance de ocorréncia de morte de acordo com marcadores genéticos para 0S
individuos com DF (Grupo retrOSPECTIVO).....cueveiuiiiiieieiesiesie ettt anas 115



ADA
ADH
ADP
AE
AF
AMP
Ang
ATP
AVE
BT
CAAE
CD39
CEP
CSSCD
CBS

D

DF
DMSO
DTC
ECA
EDTA
ERO
GLM
GLN
GLU
Haplotipos p°
Hb A
Hb A;
Hb AS
Hb C
Hb D

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina deaminase

Hormonio antidiurético

Adenosina difosfato

Alelo especifico

Anemia Falciforme

Adenosina monofosfato

Angiotensina

Adenosina trifosfato

Acidente vascular encefalico

Bilirrubina total

Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica
Mutacéo no cédon 39 do gene beta
Comité de Etica em Pesquisa

Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme
Cistationina beta-sintase

Delecao de 287 pb do polimorfismo 1/D no gene ECA1
Doenca Falciforme

Dimetilsulfoxido

Doppler transcraniano

Enzima conversora de angiotensina

Acido etilenodiamino tetra-acético
Espécies reativas de oxigénio

General Linear Model (teste estatistico)
Glutamina

Acido glutamico

Haplétipos da globina beta-S
Hemoglobina adulta ou hemoglobina A
Hemoglobina A,

Traco falciforme

Hemoglobina C

Hemoglobina D-Los Angeles


http://www.proz.com/kudoz/portuguese_to_english/medical_general/4978382-caae.html#11046310

Hb F
Hb S
Hb SC
Hb Sp-tal
Hb
Hb
HBA1
HBB
HBB
HBBP
HBD
HBE
HBG1
HBG2
HBZ
HBZP
HPLC
HU

|

Ins-

Ins+

IVSI-1
IVSI-110
IVSI-6
LDH
LYS
NO
OMA
PAI-1
PCR
pH
PNM

Hemoglobina Fetal

Hemoglobina S

Interacdo entre as hemoglobinas S e C

Interacdo entre hemoglobina S e beta-talassemia

Hemoglobina

Hemoglobina

Gene Alfa 1

Gene beta

Gene beta-globina

Pseudogene beta

Gene delta

Gene épsilon

Gene gama alanina

Gene gama glicina

Gene zeta

Pseudogene zeta

Cromatografia liquida de alta performance

Hidroxiureia

Insercdo de 287 pb do polimorfismo I/D no gene ECAl

Auséncia da insercdo de 68pb para o polimorfismo (844ins68) no gene
da CBS

Presenca da insercéo de 68pb para o polimorfismo (844ins68) no gene
da CBS

Mutacdo no intron 1 do gene beta com alteracdo no 1° nucleotideo
Mutacdo no intron 1 do gene beta com alteragdo no 110° nucleotideo
Mutac&o no intron 1 do gene beta com alteragdo no 6° nucleotideo
Lactato desidrogenase

Lisina

Oxido nitrico

Otite média aguda

Inibidor do ativador do plasminogénio tipo-1

Reacdo em cadeia da polimerase

Potencial hidrogénio

Pneumonia



PPP
RFLP
RLM
SASH
Saudi
SE
SRAA
STA
TCLE
TEB
t-PA
VAL
VCM

Programa Primeiros Passos

Restri¢do de polimorfismo de fragmento Gnico
Regressdo Logistica Multipla (teste estatistico)
Sistema de Gestdo para Hematologia
india-Arabia Saudita

Sequestro esplénico

Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
Sindrome torécica aguda

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tris EDTA-Borato

Ativador de plasminogénio tecidual

Valina

Volume corpuscular médio

Beta mais

Beta zero



APRESENTACAO

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das
Doencas Hematologicas (LHGDH), do Departamento de Biologia, sediado na
UNESP/IBILCE, sob orientagdo da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos. O estudo
contou com a colaboracdo da Médica hematologista, responsavel pelo Instituto de
Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti” (HEMORIO), Dra. Clarisse Lopes de Castro
Lobo.

A ideia inicial para a elaboracdo do projeto surgiu de colaboragbes com a Dra.
Clarisse, que sugeriu entender o porqué da taxa de morte de criangas com Doenca Falciforme
(DF) no HEMORIO ser alta. A partir dessa pergunta, elaboramos o presente estudo para a
analise de polimorfismos genéticos que influenciariam na vasoatividade, e consequentemente,
na gravidade clinica, podendo levar & morte. Para isso, trabalhamos com recém-nascidos a
partir de 2012, os quais compuseram o0 grupo de estudo prospectivo. A fim de confrontar os
achados do subgrupo pediatrico, mais trés outros subgrupos foram formados por criangas,
adolescentes e adultos, compondo o grupo de estudo retrospectivo.

Durante o decorrer dos anos, nos deparamos com dificuldades, principalmente
relacionadas ao grupo prospectivo. Merece destaque a descentralizacdo de atendimento, pelo
Programa de Triagem Neonatal, 0 que comprometeu nossa amostragem, aliada a crise
financeira do Estado, interrompendo alguns atendimentos e os deslocando para unidades de
atendiemnto mais proximas a sua moradia. Assim, algumas criancas que ja haviam sido
incluidas no grupo de estudo, foram retiradas devido a falta de informacoes.

Quanto as atividades académicas, durante o periodo de 2013 a 2017, publicamos um
artigo vinculado ao projeto de mestrado no Journal of Human Genetics, intitulado
“Inheritance of the Bantu/Benin haplotype causes less severe hemolytic and oxidative stress
in sickle cell anemia patients treated with hydroxycarbamide”. Posterior a isso, publicamos
um relato de caso de Hb variante rara, diagnosticada em nosso laboratorio, no Genetics and
Molecular Research, intitulado “Hemoglobin (Hb) Val de Marne (Hb Footscray) in Brazil:
the first case report”. No ano de 2015, juntamente com a minha orientadora, escrevemos 0
capitulo de livro “A importancia de identificar os haplotipos da globina beta-S na Doenca
Falciforme™ que fez parte do livro Interdisciplinaridade na Saude: Doenca Falciforme, o qual
foi lancado no final de 2016 pela editora UFMS. A qualificacdo do doutorado resultou no
artigo “Atypical beta-S haplotypes: classification and genetic modulation in patients with

sickle cell anemia” o qual foi submetido a revista Journal of Medical Genetics (Apéndice I).



No ano de 2017, outros artigos relacionados a presente tese serdo redigidos com o
intuito de contribuir com a pesquisa da doenga falciforme no Brasil e no mundo e divulgar os

resultados aqui obtidos.
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1.1. Hemoglobinopatias Hereditarias: Beta hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias hereditarias caracterizam o grupo de doencas monogénicas,
mais comuns no mundo, que alteram a fungdo das hemoglobinas (Hb) como resultado de
mutacdes, geralmente pontuais, nos genes que compdem a familia beta e alfa globina. Séo
divididas em dois principais grupos: as Hb variantes e as talassemias (FORGET; BUNN,
2013; WEATHERALL; CLEGG, 2001a). As ultimas sdo consequencia do desequilibrio no
contetido quantitativo das cadeias globinicas, pela auséncia parcial (*) ou total (°) na sintese
de uma ou mais globinas, e sdo classificadas, de acordo com a cadeia afetada, como
talassemias-alfa, beta e beta/delta. Apesar da grande variedade de manifestacdo genotipica, as
talassemias-alfa e beta sdo as formas com maior frequéncia nas popula¢bes mundiais
(FORGET; BUNN, 2013; LUZ et al., 2006; WEATHERALL; CLEGG, 2001b). Como
consequéncia da diminuicdo na producdo de uma das cadeias, a globina complementar
precipita e se acumula, interferindo na eritropoese e causando a hemolise (MUNCIE;
CAMPBELL, 2009). Na talassemia-beta 0 excesso de cadeias alfa precipita nos precursores
eritréides prejudicando a eritropoese, e nas células maduras causando danos na membrana
com consequente hemolise (HIGGS; ENGEL; STAMATOYANNOPOULOQS, 2012). A
gravidade na talassemia-beta depende da quantidade de cadeias beta sintetizadas e
consequentemente da quantidade de Hb A formada (SERJEANT, 2013), quanto mais cadeia
beta, maior é a quantidade de Hb A, o que diminui o efeito deletério das cadeias alfa
excedentes.

As hemoglobinas variantes resultam em Hb com estrutura alterada, e com
caracteristicas bioquimicas diferentes. As variantes mais frequentes sdéo a Hb S, Hb C e Hb D
(WEATHERALL; CLEGG, 2001a). A Hb S é resultado de uma mutacdo com troca do
vigésimo nucleotideo, uma adenina por uma timina (GAG — GTG), no gene da beta-globina
(HBB:c.20-A>T — rs334) e resulta na substituicdo do sexto aminoacido, o &cido glutdmico
(com caracteristicas hidrofilicas) por uma valina (com caracteristicas hidrofobicas)
(HBBC-Y®VAL) (FRANKLIN BUNN, 1997; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Durante
a passagem pela microcirculacdo, no eritrocito desoxigenado, com alteracdo no pH e com a
desidratacdo, a molécula de Hb S tende a formar polimeros os quais causam danos a
membrana, rompendo o citoesqueleto e originando a celula em formato de foice
(BRITTENHAM; SCHECHTER; NOGUCHI, 1985, FRANKLIN BUNN, 1997;
FRENETTE; ATWEH, 2007; LABIE; ELION, 1999; ODIEVRE et al., 2011; REES;
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WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ZAGO; PINTO, 2007).

A Hb C é caracterizada por uma mutacdo (HBB:c.19G>A - rs33930165) com
substituicdo do décimo nono nucleotideo no gene da beta-globina, glicina por adenina (GAG
— AAQG), resultando na troca do sexto aminodcido, o acido glutdmico por uma lisina
(HBB®-Y*-Y%) (ITANO; NEEL, 1950; PIEL et al., 2013). A alteragdo de aminoécidos
favorece a precipitacdo da Hb alterada formando cristais intra-eritrocitarios e conferindo a
célula aparéncia de alvo “célula em alvo”, os quais distorcem a membrana celular
ocasionando & hemolise e a retirada prematura da célula pelo baco (DIGGS; BELL, 1965).

A Hb D, sendo a citada aqui a Hb D-Los Angeles, (HBB:c.364G>C — rs33946267), foi
a terceira hemoglobina variante a ser descrita (STURGEON; ITANO; BERGREN, 1955). E
caracterizada por mutacdo pontual com troca de uma glicina por citosina (GAA—CAA) que
produz uma substituicdo do 121° aminoacido, o acido glutdmico por uma glutamina na cadeia
da beta globina (HBB®-Y*#'-N) (TORRES et al., 2014; VELLA; LEHMANN, 1974). Esta
alteracdo confere a Hb D mobilidade eletroforética semelhante a Hb S em pH alcalino. A Hb
D apresenta estabilidade normal ndo havendo alteracdo conformacional no eritrécito e pode
aumentar a afinidade com o oxigénio (TORRES et al., 2014; VELLA; LEHMANN, 1974).

1.2. Doenca Falciforme
Doencga falciforme (DF) € um termo utilizado para determinar o grupo de
hemoglobinopatias caracterizadas pela presenca da Hb S, seja em homozigose (Hb SS),
denominada de anemia falciforme (AF), ou associada a outras alteracdes de hemoglobinas,
formando heterozigotos compostos como Hb SC e Hb SD, e as formas interativas com
talassemias como Hb S/p° talassemia, Hb S/B* talassemia dentre outros (MARCUS et al.,
1997; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; SERJEANT, 2013). A AF ¢ a forma clinica
mais grave da DF (FRENETTE; ATWEH, 2007) e a mais comum em todo o mundo. A cada
ano nascem aproximadamente 3.500 criancas com Hb SS no Brasil (CANCADO; JESUS,
2007). A diversidade clinica e a frequéncia elevada a coloca como um problema de saude
publica em varios paises. A outra alteracdo genética que se assemelha em gravidade clinica
com a Hb SS, é a heranga de Hb S/B0 talassemia (SERJEANT, 2013), pois um gene [30 néo
sintetiza cadeia beta, sendo expresso somente o gene p°. As Hb SC e Hb SD conferem
manifestacdes clinicas mais brandas, devido a producdo de Hb C e Hb D as quais diminuem a
polimerizacdo da Hb S. Poréem ha relatos que descrevem pacientes com Hb SC e Hb SD
semelhantes ou piores clinicamente quando comparados com Hb SS (SERJEANT, 2013;

TORRES et al., 2014, 2016).
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1.3. Fisiopatologia da Doenca Falciforme

Dois processos fisiopatologicos decorrentes da polimerizacdo da Hb S estdo presentes
na AF, sendo eles: a vaso-oclusdo, com ciclos de isquemia e reperfusdo, e a anemia
hemolitica (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008).

A vaso-oclusdo é a obstrucdo da microcirculacdo, desencadeada por um processo
complexo que envolve a interacdo e adesdo de células e moléculas ao endotélio vascular,
como os eritrdcitos falcizados, os leucdcitos, algumas células endoteliais, plaquetas, fatores de
coagulacgdo e proteinas plasmaéticas (Figura 1). Esta interacdo dindmica, entre eritrécitos e o
endotélio vascular, resulta em episodios de ocluséo e isquemia, seguidos de restauracdo do
fluxo sanguineo, o que aumenta a lesdo tecidual mediada por danos inflamatorios com
consequente estresse oxidativo (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Com a
microcirculacdo obstruida, a polimerizacao tende a aumentar causando danos a membrana do
eritrocito com consequente hemdlise (CHIANG; FRENETTE, 2005). Esses dois eventos estdo
envolvidos na AF formando um ciclo: a vaso-oclusdo aumenta a taxa de hemdlise, a qual esta

envolvida na diminuicdo do tonus vascular e no aumento da obstru¢do na microcirculagéo.

Figura 1. Representacdo esquematica dos processos fisiopatologicos na anemia falciforme

(1) Adesdo de hemécias ao endotélio. (2) Hemolise. (3) Adesao leucocitéria. (4) Diminuicdo do calibre vascular.
(5) Proliferacdo neointimal. (6) Agregacdo plaquetaria. (7) Vasculopatia. (8) Vaso-oclusdo. ET-1: endotelina 1;
NO: dxido nitrico. Fonte: (BARABINO; PLATT; KAUL, 2010).

A hemolise é caracterizada pela destruicdo do eritrécito. A maior parte (2/3) ocorre no
espaco extravascular (hemolise extravascular) em que as células do reticulo endotelial,
principalmente do baco, destroem os eritrocitos velhos e danificados. Ja a hemdlise
intravascular é menos frequente (1/3) e ocorre por alteragdes nos eritrocitos, 0s quais se
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rompem no espaco vascular (BENSINGER; GILLETTE, 1974; HEBBEL, 2011). A hemdlise
intravascular libera a Hb, molécula depletora de &xido nitrico (NO), e reduz a
biodisponibilidade desse que € um importante vasodilatador, facilitando assim, a vaso-
constricdo e a ativacao de moléculas de adesdo. Alem disso, o processo de hemolise facilita a
liberacdo de arginase, uma enzima que degrada a L-arginina, substrato enzimatico para a
producdo de NO, ocorrendo entdo a reducdo na sintese do NO, pela destruicdo do seu
precursor (ODIEVRE et al., 2011) (Figura 1). Esse mecanismo também contribui com o
estresse oxidativo, pois a Hb livre se degrada e libera o grupo heme e o ferro, uma das
substancias toxicas ao organismo (ROTHER; BELL; HILLMEN, 2005) e que participa de
vias de formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como nas reacOes de Fenton e
Haber-Weiss (FERREIRA, A.LAA.; MATSUBARA, 1997; KRUSZEWSKI, 2003),

representadas na figura 2.

Figura 2. Reagdes de Fenton e Haber-Weiss

Reacé@o de Fenton:

Fer+ + O, <———> Fer+ + 0,7

20,7 + 2H* —m—> 0, + H,0,

Fe + H,O0, ————>Fe™ + OH + OH
Reacao de Haber-Weiss:

Fer* + 0,77 <———> Fe* + 0,

Fe + HO, ————>Fe* + OH™ + OH’

o, + HO, ———=0, + OH™ + OH"

Estas reacGes exemplificam a participacéo do ferro na producéo de espécies
reativas de oxigénio. Fonte: (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997).

A fisiopatologia da AF desencadeia processos inflamatorios e, consequentemente,
subfenotipos clinicos. Os episddios de dor aguda sdo os eventos clinicos de maior ocorréncia
nesses pacientes e a principal razdo para a admissdo hospitalar, seguida pela Sindrome
Toréacica Aguda (STA). Certas complicacGes sdo predominantes em diferentes estagios da
vida. Por exemplo, nos dez primeiros anos, 0s mais comuns séo: episodios de dor, iniciados
com a sindrome mao-pé, em consequéncia da inflamacédo da regido do metacarpo e metatarso;
STA e Acidente Vascular Encefalico (AVE). No entanto, ndo estdo restritas a essa faixa
etaria, podendo ocorrer por toda a vida do individuo com AF (REES; WILLIAMS;
GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008).
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1.4. Manifestac0es clinicas na Doenca Falciforme: da crianca ao adulto

Por se tratar de uma alteracdo que ocorre no gene responsavel por produzir a cadeia
beta-globina, os primeiros sintomas em criancas com a presenca da Hb S em homozigose ou
em associacao com outra Hb alterada, comecam a aparecer apds o sexto més de vida, quando
h& a troca na expressdo da cadeia gama pela beta, e consequentemente, a diminuicdo da
hemoglobina fetal (Hb F) e aumento na producéo da Hb alterada (Hb S).

Devido a necessidade de diminuir as complicac@es clinicas, a morbidade em criancas
com DF e melhorar o diagndéstico e acompanhamento clinico, em 2001, o Ministério da Saude
incluiu no Programa Nacional de Triagem Neonatal, por meio da portaria n°® 822/01 (Acesso
em 10/01/2017 > __http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822 06 06 2001.

html), a pesquisa para as hemoglobinopatias em recém-nascidos de todo o pais.

As manifestacBes clinicas na DF sdo decorrentes da fisiopatologia com interferéncia
de fatores ambientais e genéticos. Nos primeiros anos de vida as principais manifestacfes que
acometem as criancas sao o sequestro esplénico (SE) e agravamento das infeccdes,
principalmente as pulmonares. O SE é caracterizado pela retirada do eritrdcito danificado pelo
baco, acarretando ao aumento deste, com sintomas de dor abdominal, taquicardia, fraqueza e
diminuicdo no nivel de Hb. Muitas vezes o SE é associado a infecgBes bacterianas e suas
complicagdes comprometem a vida da crianga. Como tratamento, hé a transfusdo sanguinea, e
muitas vezes opta-se pela retirada do bacgo (esplenectomia) (BALLAS et al., 2012).

A dor é um sintoma caracteristico da DF com inicio na infancia, sendo menos
frequente nos primeiros meses, devido aos niveis elevados de Hb F, e permanecendo por toda
a vida. O primeiro episodio de dor geralmente decorre de obstru¢do de vasos nos ossiculos
das méaos e dos pés, caracterizando a dactilite. A frequéncia, gravidade e intensidade da dor
variam, tanto em criangas, quanto em adultos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER,
2012).

A STA estd associada a alta morbidade e mortalidade em pacientes com DF,
caracterizada por febre, tosse e dores tordcicas. Na presenca de hipdxemia, 0s eritrocitos
falcizados se aderem a microvasculatura pulmonar podendo agravar os sintomas (DESAI;
ATAGA, 2013). Aproximadamente 30% dos individuos com DF apresentam ao menos um
episddio de STA, sendo mais frequente em criangas e em pacientes com o genotipo Hb SS e
Hb S/p° talassemia, quando comparados com Hb SC e Hb S/B* talassemia (BALLAS et al.,
2010; MEIER; MILLER, 2012). S&o trés as principais causas de STA em pacientes com DF,
sendo a mais comum a infec¢do pulmonar (pneumonia - PNM) seguida pela embolizacdo por


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822_06_06_2001.%20html
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gordura da medula dssea, e sequestro pulmonar intravascular de eritrécitos falcizados,
resultando em danos ao pulméo e infarto (GLADWIN; VICHINSKY, 2008).

A oclusdo de uma artéria ou 0 seu rompimento, principalmente no poligono de Willis,
podem acarretar em sindrome neurolégica secundaria, e AVE. O AVE pode ser identificado e
seu risco estimado pela presenca de ataque isquémico transitério, aumento da pressdo
sanguinea sistdlica, e alta velocidade do fluxo sanguineo, visualizados por doppler
transcraniano (DTC) (WEBB; KWIATKOWSKI, 2013). Antes do inicio do uso do DTC, o
AVE ocorria em 10% dos pacientes com DF antes dos 20 anos de idade. Apos a implantacédo
desse método na rotina clinica, a frequéncia de AVE caiu para 1% devido as medidas
terapéuticas implantadas precocemente em casos de risco aumentado (BALLAS et al., 2010;
MEIER; MILLER, 2012).

A vasculatura ocular também é comprometida na DF, principalmente no paciente com
genotipo Hb SC, devido ao aumento da viscosidade do sangue. A complicacdo oftdlmica mais
comum € a retinopatia, sendo menos frequente em criangas, e com pico de ocorréncia entre 15
e 24 anos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER, 2012).

Complicacdes Osseas em pacientes com DF sdo a osteonecrose e a osteoartrite
(BALLAS et al., 2010). A osteonecrose é caracterizada por necrose avascular da cabeca do
fémur decorre de crises de dores 0sseas consecutivas com oclusdo e que resultam em necrose
da medula éssea. Devido a sustentacdo do peso na caminhada, pode causar dano secundario
na superficie articular da cabeca do fémur (osteoartrite) (SERJEANT, 2013).

Outra complicacdo, também decorrente da obstrucdo da vasculatura, é o priapismo,
caracterizado por uma ere¢do involuntaria, dolorosa e prolongada sem estimulo sexual. Por se
tratar de um o6rgdo sexual, muitos pacientes ndo relatam o acontecimento, retardando o
tratamento e causando danos irreversiveis. Esta manifestacdo ocorre em criancas e adultos dos
5 aos 50 anos. A ocorréncia de priapismo pode ser explicada pela diminui¢do da tenséo de
0xigénio nos corpos cavernosos predispondo a falcizacdo dos eritrocitos, os quais obstruem 0s
capilares dificultando o fluxo sanguineo (BEGLIOMINI, 2001; LEVEY; KUTLU;
BIVALACQUA, 2012).

A maioria dessas complicagOes leva pessoas com DF a buscarem por tratamentos em
centros de referéncia. Os tratamentos convencionais sdo a internacdo, seguida, ou nédo, de
transfusdo sanguinea. Outro tratamento para amenizar as complicacdes causadas pela DF é o
uso de hidroxiureia (HU), um medicamento que, a principio, era utilizado para aumentar as
concentracfes de Hb F, e consequentemente, eluir a Hb S nos eritrocitos. Porém, hoje ja se

sabe que a HU atua em outras vias, como na sintese do NO, contribuindo ainda mais para uma
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melhora da morbidade da DF (ALMEIDA et al., 2012; COKIC et al., 2003). Entretanto, ndo
sdo todos os individuos que respondem positivamente aos tratamentos existentes, e acredita-se
que marcadores genéticos possam ser 0s responsaveis pela boa ou ma resposta. Segue abaixo

a descricédo de alguns marcadores genéticos que serdo estudados neste trabalho.
1.5. Moduladores genéticos do perfil fenotipico em DF

Haplotipos da globina beta-S

Os haplétipos sdo combinagBes especificas de sitios polimérficos em uma Unica
crométide. Os haplétipos da globina beta-S (haplétipos B°) sdo fundamentados na anélise de
um conjunto de polimorfismos, localizados na familia génica da beta globina, no cromossomo
11, reconhecidos por endonucleases especificas (ORKIN et al., 1982). O padrdo de haplotipos
é um fator que influencia na caracteristica fenotipica dos pacientes com DF. Os mais
estudados e correlacionados com as manifestacoes clinicas sdo os da globina beta-S.

A descoberta dos haplotipos p° foi importante para a deteccdo de riscos clinicos em
pacientes com AF. Cinco hapl6tipos tém sido associados a diferentes grupos étnicos, de
acordo com a regifo de origem e predominio geografico: o haplétipo Benin a Africa
Ocidental; o Bantu & Africa Oriental Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlantico Ocidental; o
india-Arabia Saudita (Saudi) a India e Peninsula Arabica Oriental e, 0 Camardes, restrito a
Africa, mais especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana (Figura 3)
(NAGEL, 1984). A anlise dos haplotipos p° e a correlacdo com achados clinicos revelaram
que os pacientes com haplétipo Senegal apresentam curso clinico mais brando, os com Benin
tém clinica intermediaria, e os Bantu, curso clinico mais grave (POWARS; HITI, 1993;
POWARS, 1991). Segundo Nagel (1984), essa variacdo pode ser explicada pela evidéncia de
gue individuos com o haplétipo Bantu, sem tratamento, possuem niveis menores de Hb F (<
5%) em relacdo aos pacientes portadores de outros haplétipos B°, nas mesmas condicdes. Os
trés haplotipos ° mais comuns entre os brasileiros, com DF, sdo o Bantu, Benin e Senegal.
Porém, o Bantu é o mais predominante e, essa heranca, reforca a etnia da maioria dos
Africanos que vieram para o Brasil, originarios da Africa Oriental e Centro-Sul (OKUMURA;
LOBO; BONINI-DOMINGOS, 2013; SILVA; GONCALVES; RABENHORST, 2009;
ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992).

Alguns pacientes, no entanto, apresentam haplétipos B° incomuns, com padrdes de
digestdo enzimétia diferentes dos sitios que caracterizam os anteriormente descritos, e sdo

denominados de atipicos. Os padrdes diferenciados de haplotipos sdo gerados por diversos
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mecanismos genéticos envolvendo os cromossomos B° como: mutacdo pontual dos haplétipos
tipicos; recombinagdo dupla ou simples entre os cromossomos com um haplétipo p° comum:;

e conversao génica (ZAGO et al., 2000).

Figura 3. Localizacdo geografica de origem dos haplétipos da globina beta-S

Senegal
Bantu

Benin Camardes

O haplétipo Benin & Africa Ocidental; o Bantu & Africa Oriental Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlantico
Ocidental; o india-Arébia Saudita (Saudi) & india e Peninsula Arabica Oriental e, 0 Camardes, que & restrito a
Africa, mais especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana. Fonte: (NAGEL, 1984;
OKUMURA,; BONINI-DOMINGOS, 2016).

Polimorfismos genéticos ligados a vaso-atividade e coagulacao

Como os eventos vaso-oclusivos sdo o ponto de partida para as crises de dor e,
consequentemente, sequelas decorrentes dos danos celular e tecidual, compreender a acdo na
DF e a pré-disposi¢édo a essas manifestacdes clinicas pode levar a intervencdes precoces com
melhor sobrevida. Em decorréncia desses fatos e de resultados de estudos de genomas amplos,
destaca-se a importancia de investigar alguns polimorfismos relacionados as vias metabdlicas
envolvidas com essa fisiopatologia. Nesse trabalho, os polimorfismos genéticos que iremos
estudar estdo envolvidos na via do Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona (SRAA), na via

das purinas e inflamag&o que regula a vaso-atividade, e na coagulagdo sanguinea.
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Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona e Enzimas Conversoras de Angiotensinas

O SRAA tem como principal funcdo a manutencdo da homeostase da pressao
sanguinea arterial, principalmente durante condi¢cdes de baixo volume sanguineo ou na
presenca de estimulos hipotensivos (SANCHO et al., 1976). Possui agéo nos rins, mas suas
enzimas podem modular varios outros tecidos, como 0s vasos sanguineos e o coragdo. O
SRAA ¢ ativado com a diminuicdo da pressao sanguinea, e entdo, ocorre a sintese de renina
pelos rins, a qual converte o angiotensinogénio em Angiotensina | (ou Ang 1-10,
decapeptideo inativo) (SAYED-TABATABAEI et al.,, 2006). Pela acdo da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) I, ocorre a clivagem da Ang I, retirando dois aminoacidos
e favorecendo a conversdo em Ang Il (ou Ang 1-8, octapeptideo ativo). A Ang Il é um
horménio importante para 0 SRAA. E por meio dele que ocorre o aumento da presséo arterial,
por aumentar a atividade simpatica dos rins; promover a sintese de aldosterona pela glandula
supra-renal proporcionando a reabsorcdo de Na* e CI” e excrecdo de K*, com consequente
retencdo de agua pelo tabulo distal; causar vasoconstri¢do das arteriolas e aumentar a secrecao
de horménio antidiurético (ADH), a vasopressina, com acdo na retencdo de agua pelo tubulo
distal coletor (BREWSTER; PERAZELLA, 2004) (Figura 4). O resultado de todo 0 processo
€ 0 aumento no volume sanguineo, e consequentemente da pressdo arterial com equilibrio
dessa e inibicdo na producdo de renina pelos rins. Além de regular a pressao arterial, esse
sistema contribui para a ocorréncia de cardiopatias, em casos de mau funcionamento de suas
partes, e também modula a funcéo renal (ZHUO et al., 2013).

As duas enzimas mais estudadas e atuantes no SRAA sédo a ECA | e a ECA 1l (Figura
5). A ECA 1| hidrolisa dipeptideos e a ECA 11 hidrolisa monopeptideos. A ECA | age em dois
sistemas. No Sistema Cinina Calicreina a ECA | inativa o vasodilatador bradicinina (1-9)
(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) clivando o dipeptideo do C-terminal (Phe-Arg)
formando a bradicinina (1-7) e, em outra clivagem, a bradicinina (1-5) (SIVIERI et al., 2007).
No SRAA a ECA | hidroliza a Ang | (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) clivando o
dipeptideo do C-terminal (His-Leu) formando a Ang Il (Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe) e
também converte a Ang 1-9 (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His) em Ang 1-7 (Asp-Arg-
Val-Tyr-lle-His-Pro). A ECA 1l converte Ang | em Ang 1-9 e a Ang Il em Ang 1-7
(DANILCZYK et al., 2003; FLEMING; KOHLSTEDT; BUSSE, 2006). Estudo in vitro
mostrou que a eficiéncia catalitica da ECA Il na Ang Il é 400 vezes maior que na Ang |
(VICKERS et al., 2002). Portanto, na presenca de ECA Il hd maior conversdo de Ang Il em
Ang 1-7.
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Os efeitos vasoconstritores e vasodilatadores da Ang Il e Ang 1-7, respectivamente,
ocorrem quando se ligam aos seus receptores de membranas que se encontram ligados nas
proteinas G. O receptor da Ang Il é o AT1 e o complexo formado (Ang II/AT1) causa
disfuncéo endotelial, proliferacdo celular, hipertrofia, fibrose, aterosclerose e morte celular. Ja
o0 complexo formado entre Ang 1-7 e o receptor MAS (Ang 1-7/MAS) possui a funcdo de
contrabalancear os efeitos causados por Angll/AT1. Portanto, causa vasodilatacdo com a
diminuicdo da proliferacao celular, da hipertrofia, da fibrose e da trombose (SANTOS et al.,
2003, 2013).

Os niveis de ECA | sdo modulados por polimorfismo de insercdo (1) /delecédo (D) de
287 pb (rs1799752) (/D 287pb) no gene ECAL1 localizado no cromossomo 17(23.3.
Individuos portadores do genétipo DD, apresentam cerca de duas vezes mais ECA | do que
individuos com gendtipo Il e a heranca dessa mutacdo em homozigose predispem a
complicagdes cardiovasculares (RIGAT et al., 1990; SAYED-TABATABAEI et al., 2006). O
polimorfismo da ECA I, A1075G do gene da ECA2 (rs1978124) localizado no cromossomo
Xp22, ndo possui relacdo com os niveis da enzima. Benjafield e colaboradores (2004) nédo
encontraram relacdo do polimorfismo com a hipertensdo, sugerindo modulacdo benéfica na
presenca do alelo mutante, sendo assim um efeito protetor para a heranga (BENJAFIELD;
WANG; MORRIS, 2004).
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Figura 4. Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona
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Para aumentar a presséo arterial, a Renina produzida pelos rins, converte o Angiotensinogénio em Angiotensina |
(Ang I). Esta por sua vez, é convertida em Angiotensina Il (Ang Il) pela Enzima Conversora de Angiotensina |
(ECAI). A Ang Il causa 0 aumento da atividade simpatica dos rins, promove a sintese de Aldosterona, o qual,
facilita a reabsorcdo de NA" e CI” e excregdo de K™ no tlbulo distal promovendo a retencio de 4gua aumentando
o volume sanguineo, causa vasoconstricdo e aumenta a secre¢do de hormdnio antidiurético (ADH), a
vasopressina, que promove a diminui¢do da excrecdo de agua pelo tibulo distal. Toda esta agdo contribui para
aumentar a pressao sanguinea arterial. Fonte: (ARIA-RAD, 2006).

Figura 5. A¢do da Enzima Conversora de Angiotensina | e Il
Sistema Cinina - Calicreina Sistema Renina Angiotensina
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SAYED-TABATABAEI et al., 2006).
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Adenosina Deaminase

A adenosina € um nucleosideo com potente acdo na vasoatividade e nos processos
inflamatdrios. Na vasoatividade, seus niveis estao relacionados com a inibicdo da Ang I, com
a liberacdo do NO e consequentemente, acdo como vasodilatador (SMITS et al., 1995), sendo
encontrada em linfocitos, mondcitos e macrdéfagos (CELIK et al., 2010). Em periodos de
hipdxia celular ou estresse, a adenosina é liberada para as células na forma de ATP, ADP e
AMP que sdo convertidas em adenosina por ectonucleotidases.

Na DF, durante periodos de oclusdo microvascular e isquemia tecidual, os niveis de
adenosina induz a producdo de 2,3 difosfoglicerato o qual diminui a afinidade de ligacdo da
Hb S ao oxigénio aumentando a falcizacdo, hemdlise e danos teciduais (ZHANG et al., 2011).
Os niveis de adenosina sdo modulados pela adenosina deaminase (ADA), uma enzima que
participa do metabolismo das purinas e esta relacionada a proliferacdo dos linfocitos durante a
resposta celular (MORISSON; NEVES, 2008). A ADA possui a funcdo de desaminar a
adenosina em inosina e a desoxiadenosina em desoxinosina (Figura 6). Quando seus niveis
estdo diminuidos, pode causar a Sindrome da Imunodeficiéncia Combinada Grave,
caracterizada pelo acumulo de metabdlitos toxicos no organismo (PACHECO et al., 2005).

A acdo catalitica da ADA ¢é modulada por polimorfismo genético com troca de uma
guanina por uma adenina no nucleotideo 22 no exon 1 do gene da ADA (G22A - rs73598374)
localizado em 20g13.12. A enzima modulada pelo alelo A22 (mutante) possui 35% menos
acao catalitica que a modulada pelo alelo G22 (selvagem) (BATTISTUZZI et al., 1981).

Portanto, na presenca do alelo A22 s&o esperados niveis elevados de adenosina circulante.
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Figura 6. Metabolismo das purinas
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A adenosina, intracelular e extracelular, é formada pela degradacéo da adenosina trifosfato (ATP) e, por
mecanismo inverso, pode formar a ATP. A adenosina intracelular, por um processo de hidrélise e desaminacéo,
é convertida pela adenosina deaminase (ADA) em inosina, participando entdo do metabolismo das purinas que

tem como principal produto o 4cido Urico, o qual é excretado pelos rins. Fonte: (LAYLAND et al., 2014).

Coagulacéo e Fibrindlise

O sistema de coagulacdo sanguinea caracteriza-se por uma sequéncia de reacdes
quimicas, representadas por uma cascata com fatores de coagulacdo, que resultam na
formacdo do coagulo de fibrina. Apds danos em células endoteliais, para que ocorra a
restauracdo do tecido lesionado e, posteriormente, do fluxo sanguineo, ocorre a coagulacdo, a
qual é dividida em dois processos: a hemostasia priméaria e a secundaria. A hemostasia

priméria tem a funcéo de formar o tampéo plaquetario. Quando um vaso € lesionado, ocorre a
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vasoconstri¢ao para diminuir o fluxo sanguineo do local. Logo ap6s as plaquetas se aderem ao
coldgeno exposto no endotélio lesionado, se ativam e se agregam formando um trombo
plaquetario. Na hemostasia secundaria ha o estimulo da cascata de coagulacéo, em que fatores
de coagulacdo agem para formar a fibrina. Para a restauracdo do vaso lesionado, o coagulo de
fibrina deve ser degradado por um processo chamado fibrindlise. Por meio do ativador de
plasminogénio tecidual (t-PA), ocorre a ativagdo do plasminogénio para formar a plasmina, a
qual degrada a fibrina, e o fluxo sanguineo é restaurado. Se o coagulo de fibrina ndo for
degradado, partes dele (trombos) podem cair na corrente sanguinea e obstruir vasos, levando a
eventos tromboemboliticos (SILVERTHORN, 2010).

Polimorfismos em genes especificos podem modular eventos tromboemboliticos por
meio da coagulacdo e fibrindlise. Algumas das enzimas relacionadas sdo a cistationina-beta
sintase (CPS) e o inibidor do ativador do plasminogénio tipo-1 (PAI-1), 0s quais estdo
envolvidos na via da homocisteina e da fibrindlise, respectivamente (KOHLER; GRANT,
2000). A CBS, na via de transulfuracdo, degrada a homocisteina em cistationina, diminuindo
o0s niveis plasmaticos de homocisteina, um aminoacido que em excesso provoca lesdes ao
endotélio vascular, prejudica a regulacdo vasomotora e acarreta trombose (TSAI et al., 1996)
(Figura 7). A mutacdo de insercdo de 68 pb (844ins68) no gene da CBS (21g22.3) contribui
com altos niveis plasmaticos de homocisteina. Nos pacientes com DF, a presenca da mutacao
no gene da CBS, é um fator de risco para episédios de vaso-oclusdo (JACOB; BASTOS;
BONINI-DOMINGOS, 2011).

O PAI-1 possui a funcdo de regular negativamente a via fibrinolitica, pois inibe o t-PA
com diminuigdo na fibrindlise e aumento de coagulos de fibrina, com risco de ocorréncia de
doencas cardiovasculares (LIMA et al., 2011; NAUCK; WIELAND; MARZ, 1999; ZORIO et
al., 2008). Assim, o coagulo de fibrina ndo é degradado (Figura 8). Niveis elevados de PAI-1
sdo modulados pelo polimorfismo 4G na regido promotora do gene PAI1 (-675 pb 4G/5G no
cromossomo 7qg22.1 - rs1799889) (ERIKSSON et al., 1995).
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Figura 7. Metabolismo da homocisteina
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A homocisteina é formada a partir da metionina proveniente da dieta. Esta se liga a adenosina da adenosina
trifosfato (ATP) formando a S-adenosil-metionina a qual é convertida em S-adenosil-homocisteina, que perde a
adenosina formando a homocisteina. A homocisteina pode ser convertida novamente em metionina pela via da

remetilacdo com acéo da metionina sintetase, ou pode ser degradada pela via da transsulfuracdo com acéo da

cistationina beta-sintetase. Fonte: (BYDLOWSKI; MAGNANELLI; F, 1998).

Figura 8. Processo de fibrindlise

Com plexo t-PA
G =

Coagulo
de fibrina

Fibrina
solavel

”

Fibrinogénio —»

o . Fator XIII
Formacao de ' ‘
«— fibrina
insoltvel 2 -
Produtosde
Trombina =—» F;tl::r degradacdo de
fibrina

O ativador do plasminogénio tecidual (t-PA) se liga ao plasminogénio ativando-o e formando a plasmina, a qual

degrada o coagulo de fibrina. O inibidor do ativador do plasminigénio tipo 1 (PAI-1) forma um complexo com o

t-PA (t-PA/PAI-1) e inativa 0 t-PA consequentemente, inativa o plasminogénio, ndo ha a formacéo de plasmina e
ndo ocorre a degradacdo do coagulo de fibrina. Fonte: (KOHLER; GRANT, 2000).
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As manifestacfes clinicas na DF sdo complexas e diversificadas. Variam entre os
genotipos e ainda entre individuos com 0 mesmo genoétipo. Polimorfismos genéticos estéo
envolvidos na resposta diferencial e individual na DF, assim como a presenca do haplétipo
Bantu, do alelo D para o gene da ECAL, do 4G para o PAIL e da insercdo de 68 pb no gene
CBS. Assim hipotetizamos que esses polimorfismos podem estar relacionados com o0 aumento
dos processos vasculares danosos aos pacientes com DF, conduzindo a alta morbidade e
mortalidade e a presenca do alelo G para ECA2 e do A22 para ADA, tornam os eventos vaso-
oclusivos menos frequentes, devido ao seu efeito vasodilatador, conferindo protecdo a
manifestacdo desta intercorréncia clinica. Entender a DF desde seu inicio, com o estudo em
recém-nascidos, comparando a caracteristica genética com a evolucdo clinica de pacientes de
diferentes idades, podera contribuir com o prognéstico e a indicacdo do melhor e mais
eficiente tratamento em cada caso, tanto para criangas quanto para adultos, diminuindo,

consequentemente, a morbidade e a mortalidade desses individuos com DF.



2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de alguns marcadores genéticos, como, 0s genotipos da DF, os
haplotipos da globina beta-S e os polimorfismos que regulam a vasoatividade - ADA (G22A),
ECAI (I/D 287pb), ECAIl (A1075G) - e a coagulacdo - CBS (844ins68) e PAI1l (-675pb
4G/5G) - como moduladores do perfil fenotipico nas pessoas com doenca falciforme.

2.1. Objetivos Especificos

- Comparar a frequéncia genotipica e alélica dos hapl6tipos da globina beta-S e dos
polimorfismos nos genes ADA (G22A), ECAI (I/D 287pb), ECAII (A1075G), CBS (844ins68)
e PAIL (-675pb 4G/5G) entre as pessoas dos subgrupos Criancas I, Criancas 11, Adolescentes
e Adultos com DF;

- Caracterizar o perfil fenotipico das pessoas com DF, em cada subgrupo, de acordo
com as informac0es clinicas, em leve, moderado ou grave;

- Avaliar a associacdo do genotipo da DF, dos haplotipos da globina beta-S e dos
polimorfismos genéticos ADA (G22A), ECAL (I/D 287pb), ECA2 (A1075G), CBS (844ins68)
e PAIL (-675pb 4G/5G) com o perfil fenotipico, em cada subgrupo amostral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica
O grupo amostral foi composto por 451 pacientes com DF, provenientes do Instituto

Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti”- HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ. O
projeto de pesquisa caracterizou-se por ser observacional longitudinal do tipo coorte. Este
estudo possuiu quatro subgrupos amostrais que foram divididos de acordo com o estudo
longitudinal em: um estudo de coorte prospectivo para avaliar o grupo, denominado Criancas
I, de 0 a 4 anos de idade (N=59); um estudo de coorte retrospectivo para avaliar grupos
denominados Criangas Il (5 a 10 anos; N=53), Adolescentes (11 a 19 anos; N=127) e Adultos
(acima de 20; N=212) todos portadores de DF. Todas as amostras de sangue foram coletadas
por puncdo venosa(4 ml), pela equipe do HEMORIO, em tubos contendo EDTA a 5%, para
uso nos testes de triagem basica de Hb e investigacdo molecular quanto ao perfil

hemoglobinico e presenca dos polimorfismos, objeto desse estudo.

e Estudo de coorte prospectivo

No periodo de maio de 2012 a dezembro de 2013 foram coletadas 106 amostras
bioldgicas de recém-nascidos, identificadas pelos testes de triagem neonatal como portadores
de DF, e acompanhados no HEMORIO pelo Programa de Triagem Neonatal, “Programa
Primeiros Passos” (PPP). A coleta ocorreu apés a autorizagdo dos pais, ou responsavel, e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme normas da
Resolugdo CNS 466/12. O termo de consentimento foi obtido pela médica pediatra que
acompanha as criancas e/ou pesquisadora responsavel pelo projeto, e somente apds
treinamento especifico. As amostras foram enviadas ao Laboratério de Hemoglobinas e
Genética das Doencas Hematologicas (LHGDH), sediada na Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas Campus de S&o
José do Rio Preto. A coleta de amostras foi realizada por profissionais da area especifica, no
Hospital do HEMORIO. O levantamento clinico se baseou na investigacdo de cada consulta
médica por meio da verificacdo dos prontuérios, do banco de dados do HEMORIO (Sistema
de Gestdo para Hematologia - SASH), sob supervisdo da pediatra responsavel. Foram
verificadas ocorréncia das manifestacdes clinicas como: febre, sequestro esplénico (SE),
esplenomegalia, pneumonia (PNM), STA, dactilite, crises algicas entre outras. Avaliou-se

também numero de internacGes e de transfusdes, que sdo reflexos da gravidade clinica. Além
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disso, foram contabilizados o nimero de consultas realizadas, presengas e faltas, informac6es
que, ajudaram a excluir pacientes que ndo compareceram a pelo menos 30% das consultas,
caracterizando descontinuidade de tratamento (perda de 30% de seguimento). O ultimo
levantamento de informac6es ocorreu de 11 a 15 de abril de 2016.

Das 106 amostras iniciais, somente 59 criancas, com média de idade de 40,5+4,5
meses (mediana 41 meses, minimo de 32 e méaximo de 47 meses de idade), compdem o
subgrupo amostral, pois durante o tempo de avaliacdo, muitas criangas foram direcionadas
para tratamentos em outras unidades e, por isso excluidas desse estudo. Outro motivo de
exclusdo foi o pequeno volume de amostra sanguinea coletada dos recém-nascidos, que
muitas vezes nao foi o suficiente para a realizacdo dos testes, principalmente da extracdo de
DNA. A recoleta de amostras ficou inviabilizada devido a problemas poiticos e/ou
econémicos. Trés criancas vieram a Obito e foram retiradas das analises por ndo ser possivel
classifica-las quanto a gravidade clinica. As suas caracteristicas foram relatadas no topico
“QObito no subgrupo Criancas I” dos resultados.

e Estudo de coorte retrospectivo

Fazem parte do estudo 392 pacientes com DF que sdo acompanhados no HEMORIO e
estdo cadastrados no banco de dados de nosso laboratério desde 2011 devido a participacao
em um amplo estudo, desenvolvido em colaboracdo entre o LHGDH (UNESP) e o
HEMORIO intitulado: “Estudo de Polimorfismos em Pacientes portadores de Doenga
Falciforme e sua associa¢do com complicagées clinicas”, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HEMORIO, sob o nimero 151/08 em 2009 e vigente até a presente data. As
informacdes foram repassadas pelos médicos responsaveis pelos pacientes. A média de idade
desses pacientes foi de 25+14,4 (mediana 20 anos de idade, minimo de cinco e maximo de 65
anos) anos na coleta das amostras. As manifestacGes clinicas relacionadas a esses individuos
foram levantadas em 2011, com base em ficha informativa (Apéndice Il). Como se trata de
um estudo retrospectivo, os individuos foram avaliados em 2011 e a partir desta data,
retrospectivamente até o seu cadastro no HEMORIO, e as manifestagdes clinicas foram
relacionadas. Como esse grupo é amplo e possui variacdo de idade, os pacientes foram
separados por faixa etaria, para ndo haver influéncia da idade na gravidade das manifestaces
aqui avaliadas. O grupo foi dividido em Criancas Il (5 a 10 anos, N=53), Adolescentes (11 a
19 anos, N=127) e Adultos (acima de 20, N=212) segundo a classificacdo de faixa etaria da

Organizacdo Mundial da Saude, e levando em conta as manifestacdes clinicas da DF.
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e Avaliacédo das manifestacgdes clinicas, internacgdes e transfusao sanguinea

O metodo de levantamento das manifestacdes clinicas foi semelhante para ambos os
grupos amostrais, com o intuito de minimizar vieses, quando considerados os resultados
finais. Para algumas manifestacGes somente a ocorréncia ja era um bom indicativo para a
avaliacdo, como STA, AVE e priapismo. Osteonecrose, retinopatia e crises de dor, sdo
manifestacOes cronicas. Se 0 paciente apresentar em alguma fase da vida, provavelmente
continuara com ela. Estas manifestacdes foram relatadas como presentes ou ausentes. Para
verificarmos se sdo mais graves ou nado, avaliamos o ndmero de vezes e o tempo das

internacoes, e se realizam transfusdo sanguinea regularmente.

e Classificacao do perfil fenotipico
Todos o0s sujeitos da pesquisa foram classificados, de acordo com a gravidade das
manifestacdes clinicas, em leve, moderado e grave. Para o grupo de estudo retrospectivo, foi
utilizada a ferramenta online “Sickle Cell Disease Severity Calculator” (disponivel em:

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects). Essa ferramenta foi desenvolvida por meio

de uma modelagem de rede Bayesiana, usando 25 varidveis clinicas e laboratoriais, para
estimar a gravidade da DF, em um estudo envolvendo 3.380 pacientes acompanhados pelo
Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme (CSSCD). O modelo de rede calcula o risco de
morte dentro de cinco anos, e considera esse risco como um escore de gravidade da doenca,
que varia de 0 (menos grave) a 1 (mais grave). O valor preditivo (ou seja, a preciséo e
previsdo da morte, com base nos perfis clinicos e laboratoriais) do modelo, foi validado em
dois conjuntos independentes de pacientes e apresentou alta especificidade e sensibilidade
(SEBASTIANI et al., 2007). Escores de gravidade calculados para este estudo incluiram as
variaveis recomendadas pela calculadora: idade, STA, bilirrubina total no soro (BT),
transfusdo de sangue, lactato desidrogenase (LDH), volume corpuscular médio (VCM), crises
de dor, priapismo, reticulécitos absolutos, sexo, AVE, leucécitos totais, genoétipo da DF e
osteonecrose avascular. A utilizagdo dessa ferramenta foi padronizada e validada para pessoas
com DF no Brasil por nosso grupo de estudo utilizando 0os mesmos pacientes do presente
estudo (BELINI JUNIOR et al., 2015).

Para os sujeitos do estudo prospectivo, foi utilizado um método de classificagdo de
gravidade descrito por Van Den Tweel e colaboradores 2010 (VAN DEN TWEEL et al.,
2010). Esse instrumento foi baseado no preenchimento de uma tabela contendo 12 itens,

sendo seis referentes aos danos cumulativos aos o0rgaos, dois itens relacionados ao numero de


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects
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ocorréncia de complicacBes no periodo de dois anos e quatro itens relacionados aos dados
laboratoriais (Tabela 1). A somatoria dos escores proporciona a classificacdo de gravidade das
criancas do subgrupo Criangas I. De 0 a 20 pontos clinica leve, de 21 a 60 pontos clinica

moderada e acima de 60 clinica grave.

Tabela 1. Itens para classificacdo segundo indice de gravidade

Itens Classificacao Escore (ponto maximo 280)

Danos cumulativos a 6rgaos

1. Necrose vascular Se presente 10

2. Infarto cerebral Se presente 50

3. Sequestro hepatico Se presente 50

4. Septicemia Se presente 50

5. Priapismo Se presente 10

6. Sequestro esplénico Se presente 50
Complicacoes em dois anos

1. Sindrome toracica aguda Ausente, presente ou 0; 10; 20

ocorréncia > 2
2. Crises de dor Ausente, presente ou 0; 10; 20

ocorréncia > 2
Valores laboratoriais

1. Hemoglobina (g/dL) Se <6,6 (g/dL) 5
2. Hb F (%) Se <3,0% 5
3. LDH Se >700,0 U 5
4. Leucécitos (10%/L) Se>15,2 5

Fonte:(VAN DEN TWEEL et al., 2010)

Por ser uma ferramenta ainda ndo utilizada em pacientes no Brasil, o pediatra do
HEMORIO classificou o perfil fenotipico das Criancas | sem o conhecimento prévio da
classificacdo realizada pelo método de Van Den Tweel et al (2010). De acordo com o
acompanhamento dos pacientes e da experiéncia rotineira, os individuos foram classificados
em clinica leve, moderada e grave. Por fim, as classificacbes foram comparadas para validar,

ou ndo, a utilizagdo do método descrito por VVan Den Tweel e colaboradores (2010).

3.2. Consideragdes Eticas
A populagdo do estudo foi composta por portadores da DF, independente do género e

da etnia, provenientes do HEMORIO, Rio de Janeiro — RJ. Os sujeitos da pesquisa foram
expostos somente a risco considerado minimo, caracterizado pela possibilidade de hematoma
no local da pungdo venosa para a coleta de sangue. Todas as informagGes fornecidas pelos
sujeitos da pesquisa, apés assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), e
os resultados obtidos nos exames laboratoriais sdo mantidos em sigilo, e de responsabilidade
do pesquisador. Os resultados, em conjunto, sdo utilizados para divulgacdo em reunides e

revistas cientificas. Os resultados dos testes laboratoriais serdo informados aos clinicos
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responsaveis pelos pacientes, por meio de laudo especifico o qual ficara fixado no prontuério
clinico. Os médicos hematologistas do HEMORIO acompanharam a consulta aos prontuérios
para a obtencdo dos dados clinicos. Todas as analises moleculares foram realizadas na
UNESP. As publicacdes resultantes desse estudo deverdo conter o nome das duas instituicdes
envolvidas. O presente trabalho foi aprovado para a utilizacdo de amostras bioldgicas pelos
sujeitos da pesquisa pelo CEP/IBILCE com o Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo
Etica nimero (CAAE) 26806914.6.0000.5466 (Anexo I).

3.3. METODOS
Os testes laboratoriais foram realizados no LHGDH, do Departamento de Biologia,
sediado na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-Instituto de Biociéncias
Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) Campus de Séo José do Rio Preto, SP, conforme protocolo

padréo para:

3.3.1. Caracterizacao do perfil hemoglobinico dos pacientes

As amostras coletadas passaram por testes classicos da investigacdo de anemias
hereditarias a fim de confirmar a presenca da Hb S e quantificar as Hb presentes no adulto
(Hb A, Hb A, Hb F e possiveis Hb varianes), pelos métodos a seguir:

e Analise, a fresco, da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados na forma de “esfregaco italiano”
padronizado no LHGDH, no qual os eritrocitos sdo facilmente visualizados. Estes foram
analisados ao microscopio 6ptico aumento de 40x, quanto ao tamanho (microcitose,
macrocitose e anisocitose), forma (poiquilicitose) e quantidade de Hb (hipocromia e

hipercromia). Os resultados foram expressos para cada um dos parametros avaliados em:

- alteragOes discretas: (+) - alteragdes moderadas: (++)

- alteracOes acentuadas: (+++) - células normais: (N)


http://www.proz.com/kudoz/portuguese_to_english/medical_general/4978382-caae.html#11046310
http://www.proz.com/kudoz/portuguese_to_english/medical_general/4978382-caae.html#11046310
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e Preparacao de hemolisados:

Principio
Por meio de uma reacdo de lise da membrana dos eritrocitos, liberou-se as Hb
presentes, as quais foram submetidas a procedimentos eletroforéticos. Os reagentes utilizados

foram:

Reagentes

Hemolisado Répido - com saponina (NAOUM, 1990).

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. 19

- Agua destilada 100 mL

Procedimento:

- Em placa de Kline foi colocado 50 pL de sangue com 100 pL de reativo hemolisante
(1 volume de amostra para 2 volume de reagente), com posterior homogeneizacdo até a
hemolise completa;

- O hemolisado pode ser utilizado ap6s cinco minutos e, no maximo, até quatro horas

apos sua preparacdo, em temperatura ambiente (25° C).

e Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino 8,6 (MARENGO-ROWE, 1965)

Principio:
Técnica qualitativa utilizada para deteccdo de Hb normais e anormais, principalmente
para as variantes. A leitura se baseia nas diferentes cargas elétricas das Hb, que acarretam em

mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.

Reagentes:

Tampao TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6

- Tris hidroximetil aminometano 10,2g
- Acido etilenodiaminotetracético 0649

- Acido Bérico 329
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- Agua destilada g.s.p 1000 mL
Conservado em 4° C.

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampao TEB por 15 minutos, no
minimo, e seis horas, no maximo, antes da aplicacdo do hemolisado;

- Apds serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram colocadas na cuba de
eletroforese contendo o mesmo tampéo utilizado para embeber as fitas, conectando-as com os
compartimentos eletroliticos por tecido absorvente (pano multi-uso);

- A solucéo de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato com o p6lo
negativo.

- Passaram-se 300 volts por aproximadamente 30 minutos do pélo negativo para
positivo;

- As fragdes de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento na fita, e
seguindo mapa de migracdo com padrdo conhecido. No sentido da mais eletronegativa para a
mais eletropositiva temos: Hb A, mais eletronegativa, seguida das Hb S, Hb F e a Hb A como

a mais eletropositiva.

e Eletroforese de hemoglobinas em pH éacido 6,2 (VELLA, 1968)

Principio:

Na eletroforese de Hb em pH alcalino, a Hb C migra na mesma posi¢do que a Hb A,,e
a Hb D na mesma posicdo que a Hb S. Assim, a eletroforese de Hb em pH &cido é utilizada
para diferenciar alguns desses tipos de Hb que migram em posi¢bes semelhantes na

eletroforese em pH alcalino.

Reagentes:
Tampédo Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletroliticos e confec¢do do

gel:
- Na;HPO, 2,029
- NaH,P0O4.H,0 7,66 g
- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservar em 4° C.
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Gel de Agar-Fosfato
- Agar-agar 500 mg
- Tampao fosfato pH 6,2 25 mL

Procedimento:

- Os componentes do gel de agar-fosfato foram adicionados a um erlenmeyer de 250
mL e levados ao forno micro-ondas por um minuto ou até completa dissolucdo, sendo o
tempo interrompido de 10 em 10 segundos para evitar fervura e evaporacao;

- Foram pipetados 5,0 mL do gel, em laminas de microscopia, para gelificarem em
temperatura ambiente;

- As amostras foram aplicadas na porcdo meédia da lamina, inserindo o aplicador com
cuidado para n&o partir totalmente o gel;

- Para conexdo, do gel com os compartimentos eletroliticos, foi utilizado tecido
absorvente (pano multi-uso);

- Passaram-se 100 volts por 45 minutos no sentido do p6lo positivo para o negativo;

As fracdes de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento no gel segundo
mapa de migracdo e padrdo conhecido. No sentido da mais eletropositiva para a mais

eletronegativa temos: Hb C, Hb S, Hb A e Hb F mais eletronegativa.

o Perfil hemoglobinico e Quantificacao das fracdes por Cromatografia liquida de Alta

Performance

Principio:

O equipamento utilizado foi o ULTRA 2 (Trinity Biotech) com o Kit Resolution 2.
As analises consistem na cromatografia de troca i6bnica em um sistema fechado, no qual duas
bombas de émbolo duplo realizam a mistura de tampdes de diluicdo com controles de
gradientes pré-programados, que sdo submetidos a coluna na qual sdo detectadas as alteraces
de absorbancia que sdo especificas e varidveis de acordo com o equipamento utilizado. As
diferentes absorbancias sdo monitoradas e exibidas como um cromatograma de absorbancia
versus tempo. Os dados de andlise provenientes do detector sdo processados por um
integrador embutido e impressos no relatério da amostra de acordo com o tempo de retencéo.

O tempo de retencdo é o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do pico da
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Hb. Cada Hb tem um tempo de retengdo caracteristico. No final da anélise da amostra, uma
cbpia do cromatograma e os dados do relatério sdo automaticamente impressos.
Procedimento:
Para o procedimento as amostras foram inseridas no equipamento: 1) em tubo no
qual a amostra foi coletada (tubo de EDTA — sangue total) quando nas condigdes exigidas
pelo manual e/ou 2) amostras hemolisadas utilizando aproximadamente 5 pL de amostra em

995 uL de solugdo hemolisante (presente no kit), em recipiente fornecido do fabricante.

Interpretacéo:

A quantificagéo das diferentes fragdes de Hb em uma amostra foi realizada a partir dos
valores percentuais e do tempo de retencdo, fornecidos pela calibracdo especifica (FASC,
Controle 1 e Controle 1), e emitidos em modelo proprio, que incluiu valores numéricos e
perfil cromatogréfico. Os valores de Hb A, considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de
Hb F até 1,3%, previamente estabelecidos.

3.3.2. Analises moleculares para caracterizacédo do grupo amostral
e Extracdo do DNA (SAMBROOK; FRITSCH; MANATIS, 1989)
Principio:
Técnica utilizada para extrair DNA genémico a partir de sangue total. Os tampdes de
lise rompem os eritrocito e glébulos brancos. O fenol é utilizado para a remocao de proteinas

e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com etanol.

Reagentes:

1. Solucdo de lise 1 para extracdo de sangue (tampéo utilizado na lise de células vermelhas)

- Sacarose 0,32 M 10,95¢
- Tris HCI 10 mM 1mL
- MgCl, 5 mM 0,5mL
- Triton 1% 100x 1mL
- Agua mili-Q autoclavada q.s.p. 100 mL

2. Solucdo de lise 2 para extracao de sangue (tampé&o utilizado na lise de células brancas)
- 0,075 M de NaCl 2,199
-0,02 M de EDTA 20 mL
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- Agua mili-Q g. s. p. 500 mL
3. Proteinase K (20 mg/mL)

- Proteinase K 20 mg

- Agua mili-Q g.s.p. 1mL

Conservado em freezer.
4. Fenol
5. Cloroformio: alcool isoamilico (24:1)
6. Etanol 70%
7. KCI 2M

Procedimento:

Amostras de sangue periférico (800 uL), colhidas com EDTA, foram colocadas em
microtubos e o volume completado para 1,5 mL com solugdo de lise 1 . Apds 10 minutos de
agitacdo, foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao
precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solucédo de lise 1, esse passo foi repetido por duas
vezes. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 450 uL de solugdo de lise 2; 25 pL de
SDS a 10% e 5 pL de proteinase K 20 mg/mL para lise de proteinas restantes. Apos
homogeneizac&o, o microtubo foi colocado em banho-maria por trés horas a 42°C.

Posteriormente, foram adicionados 500 pL de fenol. O material foi homogeneizado e
centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. ApoOs centrifugacdo, a fase superior foi
transferida para outro microtubo, e adicionados 500 pL da solugdo de cloroféormio e alcool
isoamilico na proporgdo 24:1 para a purificagdo da solugdo. O material foi homogeneizado e,
novamente, centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Esse ultimo passo foi repetido por
mais uma vez.

O sobrenadante foi colocado em tubo cotendo 50 pL de solugdao de KCl 2M gelada e
acrescentado 500 pL etanol 100% bem gelado para facilitar a precipitacdo do DNA. O tubo
foi invertido varias vezes até a precipitacdo do DNA.

O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o sobrenadante
desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200 pL etanol 70% (gelado), para
iniciar a hidratacdo, o sobrenadante, apos centrifugacao, foi desprezado. Apds a evaporagédo
do etanol, o DNA foi solubilizado com 50 pL de agua ultra pura e conservado em freezer —
20°C.
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e Anélise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985- modificado)

A deteccdo da mutacdo (HBB:c.20A>T — rs334) que altera o sexto cddon da proteina
(GAG > GTG - GLUB6VAL) foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase seguida de
analise de restricdo de polimorfismo de fragmento unico (PCR-RFLP). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificacdo que envolve o sexto cédon foram: o P 277 (sense):
5’ GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o P 278 (antisense): 5> ACC TTA GGG TTG
CCC ATA AC 3°. O protocolo de amplificacdo esta especificado na tabela 2.

Tabela 2. Protocolo de amplificagéo paraa PCR de Hb S

Mix Concentracgdo inicial Volume (uL)
H,O 14,0
Tampé&o sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 25
dNTP 1,25 mM cada 1,0
Primer P277 10,0 uM 15
Primer P278 10,0 uM 15
Taq Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacdo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados;
mM: milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas.
Fonte: modificado por LHGDH de (SAIKI et al., 1985).

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes: 94°C a cinco minutos para
a desnaturacao inicial; um ciclo com 35 repeti¢cdes de 30 segundos a 94°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C
para a extensdo da fita por adi¢cdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 10
minutos a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
36 ciclos de repeticdes. Apos a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por
cinco minutos. A enzima utilizada foi a Dde | (CJTNAG). O protocolo de digestdo esta

especificado na tabela 3.

Tabela 3. Protocolo de digestdo paraa RFLP de Hb S

Mix Concentrag&o inicial Volume (uL)
H,O 8,5
Tampéo FastDigest 10X 1,0
Ddel 1U/uL 0,5
PCR 5,0
Volume final da reacéo 15,0

uL: microlitros. Fonte: LHGDH
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A mutagdo no codon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restricdo para a enzima
Dde I; assim ap0s a digestdo o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb e 0
alelo mutante gerou dois, um de 288 pb e outro de 88 pb. A digestdo foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e

visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etidio (Figura 9).

Figura 9. Representagdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para HbS

AA AS SS
+ _— e | 288pb
. 201 pb

m— s = | 95.37ph

AA: homozigoto selvagem; AS: heterozigoto para Hb S; SS:
homozigoto para Hb S; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH

e Analise molecular para Hb C por PCR-RFLP
A deteccdo da mutacdo (HBB:c.19G>A — rs33930165) que altera o sexto cddon da
proteina (GAG > AAG - GLUB6LYYS) foi realizada por PCR - RFLP. Os primers utilizados
para a amplificagdo que envolve o sexto cédon foram: o primer P 277 (sense): 5° GGC AGA
GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278 (antisense): 5 ACC TTA GGG TTG CCC
ATA AC 3°. O protocolo de amplificacdo esta especificado na tabela 4.

Tabela 4. Protocolo de amplificacdo para a PCR de Hb C

Mix Concentracdo inicial Volume (uL)
H,O 14,0
Tampédo sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 2,5
dNTP 1,25 mM cada 1,0
Primer P277 10,0 uM 1,5
Primer P278 10,0 uM 1,5
Taq Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados;
mM: milimolar; pM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas.
Fonte: LHGDH
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A reacédo de amplificacdo obedeceu as seguintes condig¢des: 94°C a cinco minutos para
a desnaturacdo inicial; um ciclo com 35 repeticdes de 30 segundos a 94°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C
para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 10
minutos a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
36 ciclos de repeticdes. Apds a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por
trés horas. A enzima utilizada foi a BseRl (CJTNAG). O protocolo de digestdo esta

especificado na tabela 5.

Tabela 5. Protocolo de digestdo para a RFLP de Hb C

Mix Concentracgéo inicial Volume (uL)
H,O 5,0
Tampao BseRlI 10X 1,0
BseRlI 10.000U/mL 15
PCR 3,0
Volume final da reacéo 10,5

U: unidade; mL: mililitros; pL: microlitros. Fonte: LHGDH

A mutagdo no codon 6 (GAG — AAG) elimina um sitio de restricdo para a enzima
BseRI. Assim apés a digestdo o alelo normal gera dois fragmentos (278 e 104 pb) e o alelo
mutante gera um fragmento (382 pb). A digestdo foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, apds

coloracdo com brometo de etidio (Figura 10).

Figura 10. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para HbC

+ AA AC CC
BN . (382pb

- . 278 pb

v

- . 104 pb

AA: homozigoto selvagem; AC: heterozigoto para Hb C; CC:
homozigoto para Hb C; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH
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e Anélise molecular para Hb D-Los Angeles por PCR-RFLP
A deteccdo da mutacdo (HBB:c.364G>C — rs33946267) que altera o 121° cddon da
proteina (GAA > CAA - GLUB121GLN) foi realizada por PCR - RFLP. Os primers utilizados
para a amplificagdo foram: o CD1 (sense) 5 TGC CTC TTT GCA CCA TTC TA 3’ e 0 CD2
(antisense) 5° GAC CTC CCA CAT TCC CTT TT 3°. O protocolo de amplificacdo esta

especificado na tabela 6.

Tabela 6. Protocolo de amplificacdo para a PCR de Hb D

Mix Concentracéo inicial Volume (uL)
H,O 15,3
Tampao sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 2,0
Dntp 1,25 mM cada 1,0
Primer CD1 10,0 uM 1,0
Primer CD2 10,0 uM 1,0
Tag Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/ulL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados;
mM: milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas.
Fonte: LHGDH

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢des: 94°C a cinco minutos para
a desnaturacao inicial; um ciclo com 35 repeticdes de 30 segundos a 94°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C
para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 10
minutos a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
36 ciclos de repeti¢bes. Apds a amplificacdo, o fragmento de 564 pb foi digerido a 37 °C por
3 horas pela enzima EcoR I. O protocolo de digestéo esta especificado na tabela 7.

Tabela 7. Protocolo de digestdo para a RFLP de Hb D

Mix Concentrag&o inicial Volume (uL)
Tampéo EcoR | 1X 5,0
EcoR | 20.000U/mL 1,0
PCR 5,0
Volume final da reacéo 11,0

U: unidade; mL: mililitros; pL: microlitros. Fonte: LHGDH

A mutacdo no codon 121 elimina um sitio de restricdo da enzima EcoR I. Assim ap0s
a digestdo o alelo normal gera dois fragmentos (296 e 268 pb) e o alelo mutante gera um
fragmento (564 pb). A digestdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob
corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, apos coloragdo com

brometo de etidio (Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para HbD

+ AA AD DD
BN W (564pb

I 296 pb

A 4

- . 268 pb

AA: homozigoto selvagem; AD: heterozigoto para Hb D; DD:
homozigoto para Hb D; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH.

¢ Andlise molecular para Beta-Talassemia por PCR-AE

Foi determinadas quatro mutacdes referentes a beta-talassemia por PCR alelo
especifico com primers especificos para cada mutacdo. As mutacbes sdo: CD 39 (HBB:c.
118C>T - rs11549407), 1VSI-110 (HBB:c.93-21G>A — rs35004220), 1VSI-6
(HBB:c.92+6T>C — rs35724775) e IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A — rs33971440) (BERTHOLO,
2005). As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para analise dos polimorfismos da
beta-talassemia sdo o mesmo: B5a (sense) 5> GGC TGT CAT CAC TTA GACCTC A 3’ ¢
B5b (antisense) 5° GGG TGG GAA AAT AGA CT 3°. Mudam os oligonucleotideos
especificos para cada mutacdo: CD39 (PS39W - selvagem) 5° GAC TCA AAG AAC CTC
TG 3’ e (PS39M — mutante) 5> GAC TCA AAG AAC CTC TA 3’; IVSI-110 (TB110W —
selvagem) 5° GGG TGG GAA AAT AGA CC 3’ e (TB110M — mutante) GGG TGG GAA
AAT AGA CT 3’; IVSI-6 (IVSI6W — selvagem) 5° GTC TTG TAA CCT TGA TA 3’ ¢
(IVSI6M - mutante) 5 GTC TTG TAA CCT TGA TG 3’; IVSI-1 (IVSI1W - selvagem) 5’
GTG ACC TTG ATA CCA AC 3’ e (IVSIIM — mutante) 5> GTG ACC TTG ATA CCA AA
3. O protocolo de amplificacdo do alelo selvagem e mutante estdo especificados na tabela 8 e
9.
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Tabela 8. Protocolo de amplificacdo para o alelo selvagem da PCR-AE das mutagdes de beta-

talassemia
} Volume (pL)
Mix Con_cejnftragao
inicial (CD39) (IVvSI-110) (IVSI-6) (IVSI-1)
H,0 8,0 9,0 7,85 8,0
Tampé&o sem MgCl, 10X 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, 50 mM 0,75 15 0,75 0,75
DMSO * 1,0 1,0 1,0 1,0
dNTP 1,25 mM cada 4,0 3,5 4,0 4,0
Primer B5a 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Primer B5b 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Primer W 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Taq Polimerase 5U/ uL 0,25 0,1 0,4 0,25
DNA 150 ng/uL 1,0 1,0 1,0 1,0
Volume final da reagdo 25,0 25,0 25,0 25,0

*A concentragdo de DMSO é 100% para CD39, IVSI-6 e IVSI-1. Para o IVSI-110 a concentragdo € de 30%.
MgCl,: cloreto de magnésio; NTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; pM: micromolar; pL:
microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH.

Tabela 9. Protocolo de amplificacdo para o alelo mutante da PCR-AE das mutacdes de beta-

talassemia
Volume (pL)
Mix Con_cejnf[ragéo
inicial (CD39) (IVSI-110) (IVSl-6) (IVSI-1)
H,0 8,0 9,0 7,85 8,0
Tampao sem MgCl, 10X 2,5 2,5 2,5 2,5
MqCl, 50 mM 0,75 15 0,75 0,75
DMSO * 1,0 1,0 1,0 1,0
dNTP 1,25 mM cada 4,0 35 4,0 4,0
Primer B5a 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Primer B5b 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Primer M 10,0 uM 2,5 2,0 2,5 2,5
Taq Polimerase 5U/ uL 0,25 0,1 0,4 0,25
DNA 150 ng/uL 1,0 1,0 1,0 1,0
Volume final da reacdo 25,0 25,0 25,0 25,0

*A concentracdo de DMSO é 100% para CD39, IVSI-6 e IVSI-1. Para o IVSI-110 a concentragdo € de 30%.
MgCl,: cloreto de magnésio; NTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM: milimolar; pM: micromolar; pL:
microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH.
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A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢cfes descritas na tabela 10.

Tabela 10. Condicdes das reacOes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da
beta-talassemia

Desnaturacao Desnaturacéo | Anelamento | Extensao .
Inicial 22 cicl Extensao Final
Regido ciclos
TEC) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T (°C) | Tempo
CD39 95 7 94 50” 54 50” 72 50” 72 7
IVSI-110 95 7 94 50” 58 r 72 50> 72 7
IVSI-6 95 7 94 50” 54 50”7 72 50> 72 7
1VSI-1 95 7 94 50” 54 50 72 I’ 72 7

Fonte: LHGDH

O amplificado de 659 pb foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob
corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com
brometo de etidio. Dependendo da mutacdo avaliada, a banda mutada correspondente ao alelo
com o mutande de beta-talassemia apresenta uma quantidade de pb. Para a mutacdo CD 39 a
banda alterada apresenta 439 pb, para IVSI-110 337 pb, para IVSI-6 273 pb e para IVSI-1 268
pb (Figura 12).

Figura 12. Representacdo esquematica do resultado da PCR-AE para as mutacdes de beta-

talassemia
Homozigoto Selvagem Heterozigoto Homozigoto Mutante

+ TuboW TuboM TuboW TuboM TuboW TuboM

Il Il B B (659D

[ B B 439pb-CD39
y 337 pb —1IVSI-110

273 pb —1VSI-6

- 268 pb —1VSI-1

Tubo W: com o primer selvagem; Tubo M: com o primer mutante; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH.

e Analise dos Haplétipos 4° (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989)

A determinacdo dos haplotipos foi realizada por PCR-RFLP, por meio da anélise de

seis sitios polimorficos, e a classificacdo segundo Sutton e colaboradores (1989) (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica dos sitios polimorficos estudados na determinacéo dos
haplétipos BS
5° HBE HBG? HBGI HEBP HEBED  HEB 3

I

HindIIl Hinell Hinfl
BANTU - + - - _
BENIN - - - -+ i
SENEGAL + + - + + +
SAUDI + + _ + o+ }
CAMAROES - + + - + +

(+) indica presenca do sitio polimérfico; (-) indica auséncia do sitio polimoérfico. Fonte: (OKUMURA; BONINI-
DOMINGOS, 2016).

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para analise dos polimorfismos da

familia B estdo listadas na tabela 11.

Tabela 11. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo de regides da familia 3

Sequéncia do oligonucleotideo iniciador (5 —

Oligonucleotideo iniciador 3) Direcéo Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — 5o @
H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC — Y
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — G
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — v
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC — v
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA — wp
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT —

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - 3
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — vB
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG - 5 p
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT —

—: sense ; «— anti-sense. Fonte: (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989)

Os reagentes, as concentracdes utilizadas para a montagem da solucéo de reacao e as

condigdes de amplificacdo estdo representadas nas tabelas 12 e 13, respectivamente.
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Tabela 12. Composicéao das reacdes utilizadas para amplificacéo das regides polimorficas
da familia da globina 8

Volumes (pnL)

Componentes Xmnll  Hind 111 Hinc 1l Hinf |

5v°  ySey”® WBe3yp 5B
H,O 17,125 18,55 17,55 16,6
Tampéo (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,25
dNTP’s (2 mM) 2,5 - - 2,5
dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 -
Oligonucleotideo iniciador 5* (10 uM) - 0,5 0,5 0,5
Oligonucleotideo iniciador 3° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5
Oligonucleotideo iniciador 5 (25 uM) 0,25 - - -
Oligonucleotideo iniciador 3° (25 uM) 0,25 - - -
Taqg Polimerase (5U/uL) 0,125 0,20 0,20 0,20
DNA (100 ng/ pL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Volume Final (uL) 25,0 25,0 25,0 25,0

Fonte: LHGDH.

Tabela 13. Condicdes das reacOes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da

familia da globina 3
Desnaturacao Desnaturacéo ‘ Anelamento ‘ Extensao —
Inicial 35 cicl Extensao Final
Regiio ciclos
TEC) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T (°C) | Tempo | T (°C) | Tempo

5y C 94 5 94 45> 60 45> 72 1°30” 72 7
y© 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 7
y A 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 7
¥Yp 94 5’ 94 30” 55 I’ 72 I’ 72 7
3yp 94 5 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 T
5’ B 94 5’ 94 45> 57 45” 72 1°30” 72 7

Fonte: LHGDH.

O produto da PCR foi digerido, a 37°C durante 3 horas, para a regido 5’y © e para as
demais foi digerido por cinco minutos a 37°C com endonucleases de restricdo apropriadas
para cada sitio polimorfico. O tamanho dos produtos de amplificagdo e apos clivagem, podem
ser observados na Tabela 14.
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Tabela 14. Tamanho dos produtos amplificados e ap6s a clivagem com as endonucleases de

restricao
Oligonucleotideo . x Tamanho do Tamanho dos fragmentos

A Enzima Regido fragmento , .

iniciador o ap6s a clivagem

amplificado

HO e H1 Xmn | 5 © 657 pb 450 pb + 200 pb

H2 e H3 Hind 111 y @ 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 e H4 Hind 111 y A 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hinc I ¥B 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e H8 Hinc I 3P 590pb 470 pb + 120 pb

H9 e H10 Hinf | 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

Fonte: LHGDH.

A identificacdo dos padrdes de restricdo que determinam os haplétipos foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricdo. De
acordo com perfil de restricdo para as seis regides polimdrficas da familia da p-globina, foi
possivel definir os haplotipos p°. O padrdo de digestdo para todos os sitios polimérficos

analisados é especificado na figura 14.

Figura 14. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para os sitios
polimorficos de haplétipo avaliados

Yoem e o
Il
[ | [ ]
v Il

(+/+): homozigoto para a presenca do sitio de restricdo para a enzima;

(+/-): heterozigoto para a presenca do sitio de restricdo para a enzima

e (-/-): homozigoto para a auséncia do sitio de restricdo para a enzima.
Fonte: LHGDH.
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3.3.3. Analise molecular para os polimorfismos genéticos

o Cistationina Beta Sintase (CAS) (TSAI et al., 1996)

A deteccdo do polimorfismo de insercdo de 68 pb (844ins68) no gene da CBS
(21922.3) foi realizada por PCR com a utilizagdo de dois primers: o primer Cys A (sense)
5’CTG GCC TTG AGC CCT GAA3’ e o primer Cys B (antisense) 5° GGC CGG GCT CTG
GAC TC 3. O protocolo de amplificagdo para verificar a insercdo ou a delecdo de 68 pb esta

especificado na tabela 15.

Tabela 15. Protocolo de amplificagdo para CBS por PCR

Mix Concentracgdo inicial Volume (uL)
H,O 18,0
Tampéo sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 0,8
dNTP 1,25 mM cada 1,0
Primer Cys A 10,0 uM 0,3
Primer Cys B 10,0 uM 0,3
Taqg Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; uL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte:
LHGDH maodificado de (TSAI et al., 1996).

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢des: 94°C a cinco minutos para
a desnaturacao inicial; um ciclo com 30 repeticGes de 1 minuto a 94°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para a
extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 7 minutos a
72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 31 ciclos
de repeticoes.

O tamanho do fragmento sem a insercdo € de 184 pb. Assim, apds a amplificacdo o
alelo normal gera um fragmento 184 pb e o alelo mutante gera um fragmento de 252 pb
(TSAl et al., 1996). A amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob
corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, ap6s coloragdo com

brometo de etidio (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo esquematica da PCR para CBS

+
Ins-/Ins- Ins-/Ins+ Ins+/Ins+

L Bl |2s2pb

[ ] ] 184 pb

v

Ins-/Ins-: homozigoto sem a insercdo de 68 pb; Ins-/Ins+: heterozigoto
para a insercéo de 68 pb e Ins+/Ins+: homozigoto para a insercdo de
68 pb; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH.

e Enzima Conversora de Angiotensina | (ECAI) (RIGAT et al., 1990)
A deteccao do polimorfismo de insercéo/delecao de 287 pb (I/D 287pb - rs1799752)
no gene ECA1l (17q23.3) € baseado em duas amplificagdes com primers diferentes. A
primeira amplificagdo utiliza-se o primer ECA 1 (sense) 5> CTG GAG ACC ACT CCC ATC
CTT TCT 3’ e ECA 2 (antisense) 5° GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T 3°. O

protocolo da primeira amplificacdo esta especificado na tabela 16.

Tabela 16. Protocolo da primeira amplificacdo para ECA1 por PCR

Mix Concentracdo inicial Volume (uL)
H,O 15,3
Tampao sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 15
dNTP 1,25 mM cada 2,5
Primer 1 10,0 uM 0,5
Primer 2 10,0 uM 0,5
Tag Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/ulL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte:
LHGDH modificado de (RIGAT et al., 1990).

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condig¢des: 95°C a cinco minutos para
a desnaturacao inicial; um ciclo com 30 repeticdes de 30 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 58°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C
para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 5
minutos a 72°C para extens&o final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
31 ciclos de repeticoes.

O tamanho do fragmento com a insercdo é de 490 pb. Assim, ap6s a amplificacdo o
alelo normal gera um fragmento 490 pb e o alelo mutante gera um fragmento de 203 pb
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(RIGAT et al., 1990). A amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, ap6s coloracéo

com brometo de etidio (Figura 16).

Figura 16. Representacdo esquematica da primeira PCR para ECA1

+
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I1: homozigoto para a inser¢do de 287 pb; ID: heterozigoto para a
insercdo de 287 pb e DD: homozigoto para a dele¢éo de 287 pb. pb :
pares de bases. Fonte: LHGDH.

Nesta primeira amplificacdo, ha uma preferéncia do alelo com insercdo amplificar
como delecdo. Assim, aquelas amostras homozigotas para a delecdo passaram por uma
segunda amplificacdo para a separagcdo do heterozigoto do homozigoto para a delecdo. Os
primers utilizados nesta segunda amplifica¢do sdo: ECA 3 (sense) 5° TGG GAC CAC AGC
GCC CGC CAC TAC 3’ E ECA 4 (antisense) 5> TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA
T 3°. O protocolo da segunda amplificacéo esta especificado na tabela 17.

Tabela 17. Protocolo da segunda amplificagdo para ECA1 por PCR

Mix Concentracgdo inicial Volume (uL)
H,O 15,8
Tampéo sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 15
Dntp 1,25 mM cada 2,0
Primer 3 10,0 uM 0,5
Primer 4 10,0 uM 0,5
Taq Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/ulL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte:
LHGDH modificado de (RIGAT et al., 1990).

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condig¢des: 95°C a cinco minutos para
a desnaturacdo inicial; um ciclo com 35 repeticdes de 30 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 66°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C
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para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 5
minutos a 72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
36 ciclos de repeticGes. Apos a amplificacdo, o alelo heterozigoto para a insercdo apresenta
uma banda em 335 pb e 0 homozigoto para a delecdo ndo amplifica. A amplificacdo foi
analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30

minutos e visualizados sob luz UV, ap6s coloragdo com brometo de etidio (Figura 17).

Figura 17. Representacdo esquematica da segunda PCR para ECA1
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ID: heterozigoto para a inser¢do e DD: homozigoto para a delecéo. pb:
pares de bases. Fonte: LHGDH.

e Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECAII) (BENJAFIELD; WANG; MORRIS,
2004)

A deteccdo do polimorfismo no intron | (A1075G - rs1978124) do gene ECA2 (Xp22)

foi avaliado por PCR-RFLP. O par de primers utilizados sdo: P1 5 TAA CAA GTG CAA

GGA TTT AGG 3’ ¢ P2 5 AAG CTG CAA TGA ATC ATG AT 3°. O protocolo da

amplificagéo esta especificado na tabela 18.

Tabela 18. Protocolo da amplificagdo para ECA2 por PCR

Mix Concentracdo inicial Volume (uL)
H,O 8,8
Tampédo sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 1,0
dNTP 1,25 mM cada 2,0
DMSO 100% 2,5
Primer 1 10,0 uM 3,0
Primer 2 10,0 uM 3,0
Taq Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte:
LHGDH modificado de (BENJAFIELD; WANG; MORRIS, 2004).
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A reacdo de amplificagdo obedece as seguintes condic¢des: 94°C a dez minutos para a
desnaturacdo inicial; um ciclo com 10 repeti¢cdes de 1 minuto a 94°C para a abertura da dupla-
hélice do DNA, 1 minuto a 65°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para a
extensdo da fita por adi¢do dos dNTPs; um ciclo com 15 repeti¢cdes de 1 minuto a 94°C para a
abertura da dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e 1 minuto a
72°C para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; um ciclo de 20 repeti¢cdes a 1 minuto a
94°C para a abertura da dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 58°C para anelamento dos primers e
1 minuto a 72°C para a extensdo da fita por adi¢cdo dos dNTPs; um ciclo final a 20 minutos a
72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 36 ciclos
de repeticoes.

Apds a amplificacdo, o fragmento de 471 pb foi digerido a 37 °C por cinco minutos

pela enzima Avall. O protocolo de digestao esta especificado na tabela 19.

Tabela 19. Protocolo de digestdo para a RFLP de ECA2

Mix Concentracéo inicial Volume (uL)
H,O 8,5
Tampao Avall 10X 1,0
Avall 1 FDU/uL 0,5
PCR 5,0
Volume final da reacéo 15,0

pL: microlitros. Fonte: LHGDH.

A mutacdo no intron | (A1075G) gera um sitio de restricdo para a enzima Avall e
entdo, o alelo normal terd um fragmento de 471 pb e o mutante gerara dois fragmentos de 305
pb e 166 pb (BENJAFIELD et al., 2004). A amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel
de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV,

apos coloracdo com brometo de etidio (Figura 18).
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Figura 18. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para ECA2
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AA: homozigoto selvagem; AG: heterozigoto para ECAIl; GG:
homozigoto para ECAII; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH.

e Adenosina Deaminase (ADA) (SAFRANOW et al., 2007)

A andlise do polimorfismo (G22A exon 1 - rs73598374) do gene ADA (20q13.12) foi
feita por PCR-HotStart seguida de RFLP, em que o DNA gendmico é submetido a uma
amplificacdo e uma digestdo. Na amplificacdo, o par de primers utilizados sdo: A22 (sense):
5" GCC CGG CCC GTT AAG AAG AGC 3’ e G22 (antisense): 5° GGT CAA GTC AGG
GGC AGA AGC AGA 3’. A amplificacdo foi separada em duas etapas, pois a desnaturagéo
inicial poderia degradar a Tag DNA polimerase utilizada. Primeiramente foi adicionado ao

microtubo os reagentes especificados na tabela 20 e adicionados no termociclador.

Tabela 20. Protocolo de amplificacdo para a PCR-HotStart de ADA: mix 1

Mix 1 Concentracdo inicial Volume (uL)
H,0 12,0
DMSO 100X 2,1
B-mercaptoetanol 200mM 1,0
dNTP 1,25 mM cada 4,0
Primer ADA 1 10,0 uM 0,2
Primer ADA 2 10,0 uM 0,2
DNA 150 ng/uL 2,0
Volume final da reacdo 21,5

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH
modificado de (SAFRANOW et al., 2007).

Apos a etapa de 15 minutos a 95°C de desnaturacao inicial, abrimos o termociclador e
o0s tubos de reagdes e adicionamos 0s reagentes, especificados na tabela 21, referentes a Taq
DNA polimerase.
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Tabela 21. Protocolo de amplificacdo para a PCR-HotStart de ADA: mix 2

Mix 1 Concentracdo inicial Volume (pL)
Tampéo sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 0,8
Tag Polimerase 5U/ uL 0,2
Volume final da reacdo 3,5

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados; mM:
milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH
modificado de (SAFRANOW et al., 2007)

Ap0s a etapa de desnaturacdo inicial, a reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes
condicdes: um ciclo com 36 repeticdes de 40 segundos a 94°C para a abertura da dupla-hélice
do DNA, 80 segundos a 68°C para anelamento dos primers e 80 segundos a 72°C para a
extensdo da fita por adigdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 8 minutos a
72°C para extensdo final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 37 ciclos
de repetices.

O amplificado de 397 pares de bases € entdo digerido com a enzima de restricdo Taql
a 65°C por trés horas. A mutagdo elimina o sitio de restricdo para a enzima, portanto o
individuo normal (GG) gera dois fragmentos (245 e 152 pb) e o0 mutante (AA) um fragmento
(397 pb) (SAFRANOW et al., 2007). A amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, apds

coloragdo com brometo de etidio (Figura 19).

Figura 19. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para ADA.
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A22/A22: homozigoto selvagem; A22/G22: heterozigoto para ADA,
G22/G22: homozigoto para ADA; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH.
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o Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1 (PAI1) (MARGAGLIONE et al.,
1998)

O polimorfismo de insercdo/delecdo de 4G/5G (rs 1799889) na regido promotora (-
675 pb) do gene PAIL (7922.1) foi avaliado por PCR- RFLP. Os pares de primers utilizados
sdo: PAI 1 (sense) 5° CAC AGA GAG AGT CTG GCC ACG T 3°, PAI 2 (antisense) 5’CCA
ACA GAG GAC TCT TGG TCT 3’. O primer sense possui a alteracdo de uma base
nitrogenada, a adenina (A) por citosina (C) para criar na regido amplificada, o sitio de
restricdo para a enzima Bsell (CCNNNNN ~ NNGG). O protocolo de amplificacdo esta

especificado na tabela 22.

Tabela 22. Protocolo de amplificacdo para a PCR-RFLP de PAI-1

Mix Concentracéo inicial Volume (uL)
H,O 15,55
Tampao sem MgCl, 10X 2,5
MgCl, 50 mM 0,75
Dntp 1,25 mM cada 2,0
Primer PAI1-1 10,0 uM 1,0
Primer PAI1-2 10,0 uM 1,0

Tag Polimerase 5U/ uL 0,2
DNA 150 ng/ulL 2,0
Volume final da reacéo 25,0

MgCl,: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados;
mM: milimolar; uM: micromolar; pL: microlitros; ng: nanogramas.
Fonte: LHGDH modificado de (MARGAGLIONE et al., 1998).

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condig¢des: 95°C a cinco minutos para
a desnaturacao inicial; um ciclo com 35 repeti¢cdes de 60 segundos a 95°C para a abertura da
dupla-hélice do DNA, 60 segundos a 62°C para anelamento dos primers e 60 segundos a 72°C
para a extensdo da fita por adicdo dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repeticdo de 5
minutos a 72°C para extens&o final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando
36 ciclos de repeticoes.

O amplificado de 98 pares de bases foi entdo digerido com a enzima de restricdo Bsell
a 37°C por 5 minutos. A mutag&o cria o sitio de restri¢do para a enzima, portanto o individuo
normal (4G/4G) gera um fragmento (98 pb) e o mutante (5G/5G) gera dois fragmento (77 e
22 pb) (MARGAGLIONE et al., 1998). A amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel
de agarose a 4%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sob luz UV,

apos coloracdo com brometo de etidio (Figura 20).



72
3. MATERIAL E METODOS

Figura 20. Representacdo esquematica dos possiveis
produtos de restricdo da PCR-RFLP para PAI1
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4G/AG: homozigoto selvagem; 4G/5G: heterozigoto para PAI-1;
5G/5G: homozigoto para PAI-1; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH.

As tabelas 23, 24 e 25 detalham as investigaces moleculares para a caracterizacdo dos

grupos amostrais.
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Tabela 23. Especifica¢Oes da investigacdo molecular para as hemoglobinopatias
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Desnaturacéo

Ciclagem

Extensao

Restricdo

Fragmento

Polimorfismo Primer S : Desnaturacdo  Annealing - Ciclo final L Eletroforese ~ Gendtipos
inicial (ciclos) final enzimatica (pb)
P1:5>°GGCAGA 201,88,87 A/A
Hb S GCCATCTATT Gel agarose
HBB:c2AST OCTTA3 94°C/5min 35 04°C/30seg  55°C/30seg  72°C/60seg  72°C/lomin . Ddel- - 288201888 206 A/S
P2:5°ACCTTA 37°C/ 5min 7 .
(rs334) GGGTTGCCC 80V, 30 min
ATAAC3’ 288,88 SIS
P1:5>GGCAGA
GCCATCTATT 278,104 AA
Hb C GCTTA3’ Bsel- Gel agarose
HBB:c.19G>A o 94°C/5min 35 94°C/30seqg 55°C/30seg  72°C/60seg  72°C/10min o . 382,278,104 2% A/IC
P2:5’ACCTTA 37°C/ 5min .
(rs33930165) 80V, 30 min
GGGTTGCCC 382 c/c
ATAAC3’
P1:5°TGCCTC
Hb D TTTGCACCAT 20208 agarose AA
HBB:c364G>  TCTA3 94°C/5min 35 04°C/30seg  56°C/30seg  72°C/60seg  72°C/L0min  .COR!  564.296,268 2% AID
C P2:5°GACCTC 37°C/ 3h 80V 30 min
(rs33946267) CCACATTCCC 564 : D/D
TTTT3’
B5a:5’GGCTG
TCATCACTTA
GACCTCA3’
B5b:5’AGAAG W:659,439;
GGGAAAGAA M:659 Normal
CD39 AACATCAA3’
HBB:c.118C>T s 95°C/7min 32 94°C/50seg 54°C/50seg ~ 72°C/50seg ~ 72°C/7min Né&o possui . . Gel agarose
(rs11549407) W:S GACTCA W:659,439; 2% Heterozigoto
AAGAACCTC M:659,439 o g
5 80V, 30 min
TG3
M:5’GACTCA W:659
AAGAACCTC M:650,439 Mutante
TA3’
B5a:5’GGCTG
A\ésalclég TCATCACTTA Gel agarose Normal
21 G>A GACCTCA3’ 95°C/7min 32 94°C/50seg 58°C/60seg  72°C/50seg  72°C/7min N&o possui ~ W:659,337; 2%
(rs35004220) B5b:5’AGAAG M:659 80V, 30 min
Heterozigoto

GGGAAAGAA
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AACATCAAY W:659,337,
W:5’GGGTGG M:659,337
GAAAATAGA Mutante
CcCcy W:659
M:GGGTGGG M:659,337
AAAATAGAC
T3’
B5a:5’GGCTG
TCATCACTTA
GACCTCA3’
B5b:5’AGAAG W:659,273; Normal
IVSI-6 GGGAAAGAA M:659
HBB:c.92+6T> AACATCAA3’ oc/mi ) oc/ oc/ soc/ ooC/ T ) . Gel ggarose
c W:5’GTCTTGT 95°C/7min 3 94°C/50seg 54°C/50seg  72°C/50seg  72°C/7min Né&o possui W:650,273; S0V 3/8 . Heterozigoto
(rs35724775)  AACCTTGATA M:650,273 30 min
3
M:5’GTCTTGT W:659 Mutante
AACCTTGATG M:659,273
3
B5a:5’GGCTG
TCATCACTTA
GACCTCA3’
B5b:5’AGAAG W:659,268; Normal
1VS-1-1 GGGAAAGAA M:659
HBB:c.92+1G> AACATCAA3’ oC7m ) oc/ oo/ soc ooC/ T ) : Gel o
A W:5’GTGACC 95°C/7min 3 94°C/50seq 54°C/50seg  72°C/60seg  72°C/7min Né&o possui W:650,268: S0V 3/8 _ Heterozigoto
(rs33971440) TTGATACCAA M:659,268 » 30 min
C3’
M:5°GTGACC W:659 Mutante
TTGATACCAA M:659,268
A3’

HBB: gene da beta globina; c. regido codificante; > troca de nucleotideos; ¢.92+6T>C e ¢.92+1G>A indicam mutagdes intronicas em que, se a mutagao for no inicio do intron
descrever o Ultimo nucleotideo do exon precedente, o sinal de + e o0 nucleotideo do intron mutado; ¢.93-21G>A indicam mutacGes intrénicas em que, se a mutacdo for no fim do
intron descrever a posicao do nucleotideo do exon seguinte, o sinal de — e o nucleotideo do intron mutado. P1 e B5a: primer sense; P2 e B5b: primer anti-sense; W: selvagem; M:

mutante. Fonte: LHGDH.
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Tabela 24. EspecificacOes da investigacdo molecular para os sitios polimdrficos que caracterizam os haplétipos da beta globina
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Desnaturacéo

Ciclagem

Extensao

Ciclo

Restricdo

Fragmento

Polimorfismo Primer inicial (ciclos) Desnaturacdo  Annealing final final enzimatica (ob) Eletroforese  Gen6tipos
HO:5’AACTGT 657 .
TGCTTTATAG Gel agarose

59 C GATTTT 3’ U . . . U Xmn | 4 )
(HBG1) H1:5’AGGAG 94°C/5min 35 94°C/45seg 60°C/45seg 72°C/90seg  72°C/7min 379C/5min 657,450,200 2% ' [+
80V, 30 min
CTTATTGATA 450.200 N
ACTCAGAC 3’ ‘
H2:5°’AAGTGT 280 .
GGAGTGTGC Gel agarose
G ACATGA 3’ o /E s o o o o7t Hind 111 o
(HBG1) H3:5" TGCTGC 94°C/5min 35 94°C/30seg 55°C/60seg  72°C/60seg  72°C/7min 379C/5min 780,430,340 2% -+
80V, 30 min
TAATGCTTCA 430.340 ++
TTACAA 3’ '
H3:5°TGCTGC 760 -
TAATGCTTCA Gel agarose
A 9 H
y TTACAA 3 o /E s o o o o7t Hind 111 o )
(HBG2) HA 5 TAAATG 94°C/5min 35 94°C/30seg 55°C/60seg  72°C/60 seg  72°C/7min 379C/5min 760,400,360 2% [+
80V, 30 min
AGGAGCATG 400,360 i+
CACACAC 3’ ’
H5:5°GAACA 201 .
GAAGTTGAG
ATAGAGA 3 . . Hinc 11 Gel agarose
vp .c 94°C/5min 35 94°C/30seg 55°C/60seg  72°C/60 seg  72°C/7min . 701,360,340 2% -/+
H6:5°ACTCAG 37°C/5min .
80V, 30 min
TGGTCTTGTG 360.340 ot
GGCT 3’ '
H7:5°TCTGCA 500 .
TTTGACTCTG
, TTAGC 3’ e . . . o Hinc 11 Gel agarose
3yp H8:5’ GGACCC 94°C/5min 35 94°C/30seg 55°C/60seg  72°C/60seg  72°C/7min 379C/5min 590,470,120 2% _ -/+
80V, 30 min
TAACTGATA 470.120 +
TAACTA 3’ '
H9:5°CTACGC 380 -/-
5 p TGACCTCAT Hinf | Gel agarose
(HBB) AAATG 3’ 94°C/5min 35 94°C/45seg 57°C/45seq 72°C/90seg  72°C/7min 379C/5min 380,240,140 2% -/+
H10:5°CTAAT 80V, 30 min
CTGCAAGAG 240,140 +/+
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TGTCT 3’

HBB: gene da beta-globina; HBG1: gene da gama glicina; HBG2: gene da gama alanina; y: pseudo; +: presenca do sitio de restricdo para a enzima; -: auséncia do sitio de
restricdo para a enzima.

: ciclagem a ser padronizada. Fonte: LHGDH.

Tabela 25. Especificacdes para a investigacdo molecular dos polimorfismos genéticos envolvidos na vaso-oclusao

Desnaturacéo

Ciclagem

Extensdo

Restrigédo

Fragmento

Polimorfismo Primer A . Desnaturacdo  Annealing : Ciclo final A Eletroforese  Genotipos
inicial (ciclos) final enzimatica (pb)
12 Amplificacéo
P1:5°CTGGAGA 490 M
CCACTCCCATC Gel agarose
CTTTCT3’ oC/5mi 0 0 0 oC/Smi 5 . 490,190 2% I/D
P2:5° GATGTGG 95°C/5min 30 95°C/30seg 58°C/30seg 72°C/60seg 72°C/5min  N&o possui 80V, 30 min
CCATCACATTC 190 D/D
ECA1 GTCAGAT3’
1/D 287pb o
(rs1799752)  2* Amplificacéo
P1:5>°TGGGACC
ACAGCGCCC’G 355 Gel adarose I/D
CCACTAC3 95°C/5min 35 95°C/30seg ~ 66°C/30seg ~ 72°C/60seg ~ 72°C/5min  N&o possui 2%
P2:5°TCGCCAG 80V, 30min
CCCTCCCATGC 0 D/D
CCATAAT?3’
P1:5’TAACAAG o
TGCAAGGATT 10 65°C/60seg 471 A/A
ECA2 TAGG3’® Avall- Gel agarose
A1075G o 94°C/10min 15 94°C/60seg 60°C/60seg ~ 72°C/60seg  72°C/20min o . 471,305,166 2% AlG
P2:5’AGCTGCA 37°C/ 5min .
(rs1978124) ATGAATCATG 80V, 30 min
AT3’ 20 58°C/60seg 305, 166 GIG
P1:5°CTGGCCT 252 Ins*/Ins*
TGAGCCCTGA Gel agarose
CBS A3’ o . 0 5 o o . « : 252,184 o Ins*/Ins-
844ins68 P2:5°GGCCGGG 94°C/5min 30 94°C/60seg 60°C/60seg 72°C/60seg  72°C/7min  N&o possui 80V23/8 -
CTCTGGACTC3 184 ' Ins-/Ins-
PAI1 P1:5°CAC AGA 98 Gel agarose 4G/4G
4G/5G GAG AGT CTG 95°C/5min 35 95°C/60seg 62°C/60seg 72°C/60seg  72°C/5min Bsell 4%
(rs1799889) GCCACGTJ 98,77,22 80V, 40 min 4G/5G
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P2:5 CCA ACA
GAG GACTCT
TGGTCT®

717,22

5G/5G

ADA
G22A
(rs73598374)

P1:5°GCCCGGC
CCGTTAAGAA
GAGC3’
P2:5>GGTCAAG
TCAGGGGCAG
AAGCAGAY

94°C/15min 36 94°C/40seg 68°C/80seg

72°C/80seg  72°C/8min

245,152

Taql-

379C/5min 397, 245,152

397

Gel agarose
2%
80V, 30 min

G/G

G/A

A/A

> troca de nucleotideos; P1: primer sense; P2: primer anti-sense.

: ciclagem a ser padronizada. Fonte: LHGDH.
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3.4. Analises Estatisticas

A comparacdo entre as frequéncias dos polimorfismos genéticos avaliados, de acordo
com os subgrupos amostrais € com a gravidade clinica, foi analisado pelo teste de qui-
quadrado no software Statistica 9.0 (Statsoft Inc.). Para a anélise de sobrevida foi utilizado o
teste de Kaplan-Meier no software GraphPad Prism 5. Para avaliar o risco (grupo
prospectivo) e a chance (grupo retrospectivo) de ocorréncia das manifestaces clinicas
moderada e grave a partir do perfil genotipico dos individuos do estudo foi realizado a
regressdo logistica multipla (RLM) no software BioEstat.Ink 5.0 o qual apresenta o resultado
em odds-ratio a partir de uma andlise binominal (O=insucesso; 1=sucesso). O teste RLM
também foi utilizado para verificar o risco e a chance de 6bito de acordo com o perfil
genotipico dos individuos. No subgrupo retrospectivo, a influéncia dos marcadores genéticos
sobre 0 escore de gravidade (dados quantitativos) foi realizado pelo teste de General Linear
Models (GLM) no software Statistica 9.0 (Statsoft Inc.). As informacgdes de como as analises
foram realizadas encontra-se nos resultados. Os graficos foram realizados no GraphPad

Prism 5. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.
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4.1. Frequéncia alélica e genotipica dos marcadores genéticos avaliados

4.1.1.Gendtipos da doenca falciforme

Nos 451 individuos avaliados, foram encontrados quatro genétipos da DF, sendo o
mais frequente o0 SS com 85,4%, seguido do SC com 12,2%. Os genotipos Sp-talassemia e SD
apresentaram frequéncia semelhante com 1,3% e 1,1% respectivamente (Tabela 26). As
mutagdes que causam a SPB-talassemia foram investigadas e, das quatro criangas do subgrupo
Criancas |, duas apresentam a combinacdo da Hb S com a mutagdo CD39, uma com a IVSI-6
e uma ndo apresentou nenhuma das quatro mutagdes investigadas. O tnico individuo com Sf-
talassemia do subgrupo Adolescentes, também néo apresentou nenhuma das quatro mutacdes
investigadas e o unico SP-talassemia do subgrupo de Adultos apresentou a mutagédo IVSI-6.

Na comparacdo entre as frequéncias genotipicas, devido ao nimero amostral de alguns
genotipos, somente os individuos com gen6tipos SS e SC foram analisados. Para o genétipo
SS a frequéncia foi semelhante entre os quatro subgrupos amostrais. Para o SC, a frequéncia
mais elevada foi verificada no subgrupo Criancas | em comparacdo com Adolescentes
(p=0,0081,; teste Exato de Fisher) (Figura 21).

Tabela 26. Frequéncia genotipica de DF entre os subgrupos amostrais

Genétipos Subgrupos de estudo
daDoenca Criancasl Criangas |l  Adolescentes  Adultos
Falciforme "N N N N %
SS 42 712 46 868 112 88,2 185 87,2 385 854
SC 13 22,0 7 13,2 10 7,8 25 118 55 122
SD 0 0 0 0 4 3,2 1 05 5 11
SB 4 6,8 0 0 1 0,8 1 05 6 13
Total 59 100 53 100 127 100 212 100 451 100

SS x SC (p=0,04)*
Criangas | x Adolescentes (p<0,001)**
*: Teste realizado: qui-Quadrado. Comparacéo realizada apenas entre SS e SC. **: Teste
realziado: Exato de Fisher. Valor estatistico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo
autor.

Valor de p
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Figura 21. Comparagdo entre as frequéncias dos gendtipos SS e SC nos
subgrupos amostrais avaliados

1007 &3 Criancgas |

80- | = Criancas |l
- — @ Adolescentes
;g 604 @ Adultos
=)
S 404 p=0,0081
w i

201

° ss sc
Gendétipos

Teste realizado: Exato de Fisher. Valor estatistico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo
autor.

4.1.2. Haplotipos da globina beta-S nos individuos com anemia falciforme

A investigacdo dos hapl6tipos da globina beta-S foi realizada somente para aqueles
individuos com a AF sendo, portanto, 42 individuos do subgrupo Criancas I, 46 do Criancas
I1, 112 Adolescentes e 185 do subgrupo Adultos (Tabela 27).

Os gendtipos mais frequentes foram o Bantu/Bantu, seguido do Bantu/Benin para 0s
quatro subgrupos amostrais. Mesmo sendo raros em nossa populagéo de estudo, encontramos
os haplotipos Saudi, Senegal e Camardes. Os haplotipos atipicos também foram observados,
formando o terceiro grupo mais frequente em combinacdo com o Bantu. Além disso, trés
individuos, sendo um do subgrupo Criancas | e dois do subgrupo Adultos apresentaram 0s
haplotipos atipicos em homozigose. Os haplétipos Atipicos ndo serdo detalhados de acordo
com seu padrdo de digestdo enzimatica, para ndo acrescentarmos outros subgrupos. Portanto,
serdo classificados somente como “Atipico”. Mesmo ndo sendo relacionados no presente
trabalho, n6s avaliamos a presenca dos principais atipicos com os niveis de Hb F, perfil
hematologico e hemolitico e gravidade clinica na AF. Essa avaliagdo gerou o artigo “Atypical
beta-S haplotypes: classification and genetic modulation in patients with sickle cell anemia”
submetido para a revista Journal of Medical Genetics (Apéndice ).

A comparacdo genotipica dos haplétipos entre os subgrupos amostrais foi realizada

somente entre 0s genotipos mais frequentes, sendo Bantu/Bantu (54,6%), Bantu/Benin
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(24,4%), Benin/Benin (6,8%) e Bantu/Atipico (8,6%) (Tabela 27 e Figura 22). Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia dos haplotipos entre os subgrupos
amostrais (p = 0,79).

Tabela 27. Frequéncia genotipica dos haplotipos da globina beta-S somente para SS
Grupos de estudo

Haplétipos da Criancas|  Criancas Il  Adolescentes  Adultos Total
globina beta-S N % N % N % N % N %

Bantu/Bantu 24 57,2 28 60,9 59 52,7 99 535 210 54,6

Bantu/Benin 8 19,0 12 26,3 30 26,8 44 238 94 244
Bantu/Saudi 1 2,4 1 2,1 0 0 2 1,1 4 1,0
Bantu/Senegal 0 0 0 0 2 1,8 0 0 2 0,5
Bantu/Camarfes 0 0 0 0 1 0,9 1 0,5 2 0,5
Bantu/Atipicos 4 9,5 1 2,1 10 8,9 18 9,7 33 86
Benin/Benin 4 9,5 2 4,3 6 5,3 14 76 26 68
Benin/Camardes 0 0 0 0 1 0,9 2 11 3 0,7
Benin/Atipicos 0 0 2 4.3 3 2,7 3 1,6 8 2,1
Atipicos/Atipicos 1 2,4 0 0 0 0 2 11 3 08
Total (SS) 42 100 46 100 112 100 185 100 385 100
Valor de p 0,79*

*Comparagdo realizada somente entre os hapl6tipos Bantu/Bantu, Bantu/Benin, Bantu/Atipicos,
Benin/Benin. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatistico significativo: p < 0.05. Fonte:
elaborado pelo autor.

Figura 22. Frequéncia genotipica dos hapl6tipos da globina beta-S
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Frequéncia apresentada somente para os quatro grupos de haplétipos mais frequentes. Nao houve
diferenca estatistica significante da frequéncia dos haplétipos entre os subgrupos amostrais. Teste
realizado: qui-quadrado. Fonte: elaborado pelo autor.
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Quanto a frequéncia alélica, o alelo Bantu (72,1%) foi o mais encontrado, seguido do
Benin (20,4%) e Atipicos (6,1%). A comparacdo entre os trés haplotipos mais frequentes nos
subgrupos amostrais foi realizada e ndo houve diferenca estatisticamente significante (p =
0,91) (Tabela 28).

Tabela 28. Frequéncia alélica dos haplotipos da globina beta-S no grupo de estudo
Grupos de estudo

Haplétipos Criancas|  Criancas Il Adolescentes Adultos Total

(HbS) N % N % N % N % N %
Bantu 61 72,6 70 76,1 161 71,9 263 71,1 555 721
Benin 16 19,1 18 19,6 46 20,5 77 208 157 204
Camardes 0 0 0 0 2 0,9 3 0,8 5 0,6
Senegal 0 0 0 0 2 0,9 0 0 2 0,3
Saudi 1 1,2 1 1,1 0 0 2 0,5 4 0,5
Atipico 6 7,1 3 3,2 13 5,8 25 6,8 47 6,1
Total 84 100 92 100 224 100 370 100 770 100
Valor de p 0,91*

*Comparacdo realizada somente entre os hapl6tipos Bantu, Benin e Atipicos. N= nlmero
amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatistico significativo: p <
0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.3. Polimorfismos genéticos da vasoatividade

A investigacdo dos polimorfismos genéticos para 0s genes CBS (844ins68), ECAL (I/D
287 pb), ECA2 (A1075G), PAIL1 (-675pb 4G/5G) ADA (G22A) foi realizada para as 451
pessoas do grupo amostral independente do gendtipo para a DF. Para o polimorfismo ECA2
(A1075G), a analise foi separada entre os géneros devido a localizacdo desse polimorfismo no
cromossomo X (Xp22). Portanto a frequéncia genotipica foi apresentada somente para as
pessoas do género feminino. As pessoas do género masculino terdo somente a frequéncia
alélica.

Na comparacdo entre a frequéncia genotipica e alélica para os subgrupos amostrais,
ndo foi verificada diferenca estatistica significante. Porem, foi possivel observar que, para o
polimorfismo da CBS o gendtipo Ins-/Ins- apresentou-se de duas a trés vezes mais frequente
do que o gendtipo heterozigoto (Ins-/Ins+), e 0 gendtipo Ins+/Ins+ o de menor frequéncia. O

alelo Ins- foi 0 mais frequente para 0s quatro subgrupos amostrais (Tabela 29).
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Tabela 29. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo 844ins68 no gene CBS

CBS (844ins68))

Grupos de Ins-/Ins- Ins-/Ins+ Ins+/Ins+ Ins- Ins+
Total Total

estudo N % N % N % N % N %
Criangas | 45 76,3 13 22,0 1 1,7 59 103 87,3 15 12,7 118
Criangas 11 34 641 17 321 2 3,8 53 85 80,2 21 19,8 106
Adolescentes 83 654 40 315 4 31 127 206 811 48 18,9 254
Adultos 146 689 58 273 8 3,8 212 350 826 74 174 @ 424
Valor de p 0,76 0,42

CBS: gene da Cistationina beta-sintase; Ins-: auséncia da insercéo de 68 pares de bases (pb); Ins+: presenca da
insercdo de 68 pb. N= nimero amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatistico
significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

Para o polimorfismo -675 pb 4G/5G no gene PAIL, o gendtipo selvagem apresentou-
se com a menor frequéncia em relacdo aos genotipos heterozigoto e homozigoto mutante.
Com excecdo do subgrupo Criancas I, o gendtipo com maior frequéncia foi o 5G/5G. Para
todos os grupos amostrais, 0 alelo 5G apresentou-se até duas vezes mais frequente que 0 4G
(Tabela 30).

Tabela 30. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo -675pb 4G/5G do gene PAI1
PAI1 (-675pb 4G/5G)

Grupos de 4G/4G 4G/5G 5G/5G 4G 5G
Total Total
estudo N % N % N % N % N %
Criangas | 7 119 30 50,8 22 37,3 59 44 37,3 74 62,7 118
Criancas 11 8 151 17 321 28 528 53 33 31,1 73 68,9 106

Adolescentes 13 10,2 49 386 65 51,2 127 75 295 179 705 254
Adultos 35 165 76 358 101 47,7 212 146 345 278 655 424
Valor de p 0,28 0,32

PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1. N= nimero amostral; %: porcentagem. Teste
realizado: qui-quadrado. Valor estatistico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

Para 0 gene ECAL, o gendtipo ID foi o mais frequente em todos os subgrupos
amostrais, seguido do DD e o menos frequente foi o gen6tipo 1. Quanto aos alelos, o alelo D

apresentou-se mais frequente em todos os grupos (Tabela 31).
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Tabela 31. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo I/D 287pb do gene ECA1
ECAL (1/D 287 pb)

Grupos de 1 ID DD | D
Total Total
estudo N % N % N % N % N %
Criangas | 9 153 36 610 14 237 59 54 457 64 543 118
Criangas 11 10 189 26 490 17 321 53 46 434 60 56,6 106

Adolescentes 29 22,8 53 418 45 354 127 111 43,7 143 56,3 254
Adultos 34 160 105 495 73 345 212 173 40,8 251 59,2 424

Valor de p 0,31 0,67

ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; I: inser¢do de 287 pb; D: dele¢do de 287 pb. N= nimero
amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatistico significativo: p < 0,05. Fonte:
elaborado pelo autor.

Para o polimorfismo no gene ECA2, separado por género, o gendtipo AG foi o mais
frequente nos subgrupos Criancas | e Il, e 0 genétipo GG o mais frequente no subgrupo
Adolescentes. No subgrupo Adultos, os gendtipos AG e GG praticamente apresentaram a
mesma frequéncia. Quanto a frequéncia alélica, o alelo G foi o mais frequente, sendo duas
vezes mais frequente para o subgrupo Adolescentes (Tabela 32).

A frequéncia alélica do polimorfismo no gene ECA2 para os individuos do género
masculino, com excecdo do subgrupo Criancas I, o alelo G foi 0 mais frequente (Tabela 32).
Interessantemente, foi observada a presenca de trés individuos com o genétipo heterozigoto,

sendo um do subgrupo Criancas I, um do Adolescentes e um do Adultos.
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Tabela 32. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo A1075G no gene ECA2

ECA2 (Feminino) A1075G

Grupos de AA AG GG A G
Total Total
estudo N % N % N % N % N %
Criancas | 4 154 13 50,0 9 34,6 26 21 40,4 31 59,6 52
Criancas 11 4 148 16 59,3 7 25,9 27 24 44 .4 30 55,6 54
Adolescentes 7 123 20 351 30 526 57 34 29,8 80 70,2 114

Adultos 22 170 53 411 54 419 129 97 37,6 161 624 258

Valor de p 0,31 0,25
Grupos de A G Total AG
estudo N % N % N %
Criancas | 17 53,1 15 46,9 32 1 -
Criangas 11 12 46,1 14 53,9 26 0 -
Adolescentes 25 36,2 44 63,8 69 1 -
Adultos 33 40,3 49 59,7 82 1 -
Valor de p 0,48 -

ECAZ2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2. Teste realizado: qui-quadrado. N= nimero amostral; %:
porcentagem. Valor estatistico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

Para o polimorfismo no gene ADA, o gendtipo mais frequente foi o selvagem (GG)
com quase 90,0% de frequéncia nos quatro subgrupos amostrais. O genétipo GA ndo foi
frequente, e o AA foi verificado somente em um individuo do subgrupo Criancas I. Quanto a

frequéncia alélica, o alelo G apresentou-se mais de 10X superior ao alelo A (Tabela 33).

Tabela 33. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo G22A no gene ADA

ADA (G22A)

Grupos de GG GA AA G A

Total Total
% N % N %

estudo N % N %

N
Criangas | 50 847 8 136 1 1,7 59 108 915 10 8,5 118
Criangas Il 47 887 6 113 0 0 53 100 944 6 5,6 106
Adolescentes 116 91,3 11 87 0 0 127 243 956 11 4,4 254
Adultos 188 887 24 113 O 0 212 400 94,3 24 57 424
Valor de p 0,63* 0,48

ADA: gene da Adenosina Deaminase. N= nimero amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado.
Valor estatistico significativo: p < 0,05. *O individuo AA foi incluido com o GA no subgrupo Criangas I. Fonte:
elaborado pelo autor.



87
4. RESULTADOS

4.2. Perfil fenotipico dos subgrupos amostrais

Como as manifestacBes clinicas observadas para os individuos classificados como
Criancas | sdo diferentes daquelas elencadas nos outros subgrupos amostrais, a caracterizacao
do perfil de gravidade foi realizada separadamente. Somente ap0s a caracterizacdo, os dados

foram utilizados para as comparacdes entre os subgrupos.

4.2.1. Grupo Prospectivo

- Manifestac@es clinicas nos individuos do subgrupo Criangas |

Entre os anos de 2013 e 2016 foram realizados cinco levantamentos de prontuarios
para as informacg6es clinicas, no subgrupo Criancas I. Por ser um estudo prospectivo, o
levantamento das manifestacdes clinicas foi descritivo. Para cada crianca foi possivel relatar a
quantidade de internacdes, transfusdes sanguineas, febres, PNM entre outras. Quatro criangas
foram retiradas do estudo por ndo fazerem mais acompanhamento no HEMORIO, por mais de
um ano. Portanto, o subgrupo Criangas I, a partir dessa analise, sera composto por 55
individuos. A tabela 34 mostra a ocorréncia das manifestacdes clinicas e 0s procedimentos de
rotina adotados para o tratamento das criangas.

Observamos que todas as complicagdes clinicas elencadas foram encontradas em pelo
menos uma crianca com o genotipo SS. As ocorréncias de dactilite, esplenomegalia, otite
média aguda (OMA) e STA foram observadas somente nos individuos com o gendtipo SS,
sendo 10 com dactilite, trés com esplenomegalia, seis com OMA e trés com STA. Dessas
ocorréncias, a mais grave é a STA, que nao foi observada nos gendtipos SC e SB. Quanto aos
procedimentos para tratamento dessas criangas, como a internacao e a transfusdo sanguinea,
mais de 70,0% das criancas com AF foram submetidas a esses procedimentos. Além disso,
seis criangas passaram por outros tipos de procedimentos com a finalidade de melhorar a
sobrevida. Duas iniciaram o tratamento com HU, sendo uma menina com inicio a partir dos
trés anos de idade e um menino a partir dos quatro anos de idade. Quatro iniciaram regime de
hipertransfusdo, devido as ocorréncias de SE: dois meninos com inicio aos dois anos de idade,
um menino com inicio aos trés anos de idade, que foi submetido a esplenectomia com a
mesma idade, e uma menina com inicio também aos trés anos de idade e também com

esplenectomia.
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Avaliando as ocorréncias clinicas das criancas desse subgrupo amostral, foi verificado
que, independente do genétipo da DF, as criancas foram mais suscetiveis a infecgdes,
principalmente as pulmonares, resulatdno em PNM. A segunda ocorréncia mais frequente foi
a crise de dor, e aqui, pode ser incluida a dactilite, a qual foi verificada somente nos
individuos com genotipo SS. A terceira ocorréncia mais frequente foi o SE, principalmente
nas criangas com AF. A ocorréncia de febre também foi uma manifestacdo muito frequente

em todos 0s genotipos, pois refletiu as manifestacdes clinicas como PNM e SE.
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Tabela 34. Ocorréncia de manifestacdes clinicas nos DF do grupo de estudo prospectivo (Criancas I)

Genotipos SS (N=38) SC (N=13) Sp (N=4) Total (55)
Man,if(_estagﬁes Média Freq Média Freq Média Freq Média Freq
cI|n|_cas € RS Ocor. (%) M Ocor. (%) NI=NO Ocor. (%) NIZNO Ocor. (%)
procedimentos
Febre 24 43 1,8 631 | 3 4 1,3 231 | 3 6 2,0 75,0 | 30 53 1,7 54,5
PNM 25 76 3,0 657 | 7 10 1,4 538 1 3 5 1,6 750 |35 91 2,6 63,6
Crises de dor 23 51 2,2 605 | 2 4 2,0 154 3 6 2,0 75,0 | 28 61 2,1 50,9
IVAS 23 34 15 658 | 7 11 1,6 538 1 2 3 15 50,0 | 32 47 15 58,2
SE 15 27 1,8 39511 3 3,0 7,7 - - - - 16 30 1,9 29,1
Dactilite 10 17 1,7 26,3 - - - - - - - - 10 17 1,7 18,2
Broncoespasmos | 7 11 1,6 184 1 1 1,0 7,7 1 1 1,0 250 | 9 13 1,4 16,3
Esplenomegalia | 3 3 1,0 7,9 - - - - - - - - 3 3 1,0 54
GEA 7 7 1,0 18,4 1 3 3,0 17,7 1 1 1,0 250 | 9 11 1,2 16,3
OMA 6 6 1,0 158 - - - - - - - - 6 6 1,0 10,9
Bronquiolite 1 1 1,0 2,6 1 1 1,0 7,7 - - - - 2 2 1,0 3,6
STA 3 3 1,0 7,9 - - - - - - - - 3 3 1,0 54
Internacéo 28 98 3,5 737 5 8 1,6 384 2 3 1,5 50,0 [ 35 109 31 63,6
Transfusio 30 106 35 789 1 3 3,0 7,7 1 1 1,0 250 | 32 110 34 58,2

IVAS: infeccdo das vias aéreas superiores; PNM: pneumonia; SE: sequestro esplénico; STA: sindrome toracica aguda; OMA: otite média
aguda; GEA: gastro enterite aguda; N: nimero total; NI: nimero de individuos; NO: nimero de ocorréncias; Média Ocor.: Média de
ocorréncia por individuo (NO/NI); Freq.: frequéncia do NI em relagdo ao N. Fonte: elaborado pelo autor.



90
4. RESULTADOS

- Perfil de gravidade clinica do subgrupo Criangas |

De acordo com o apresentado na metodologia, todas as criangas foram classificadas
quanto ao perfil de gravidade clinica por dois métodos: 1) célculo do escore de gravidade,
conforme descrito por Van Den Tweel et al. (2010), e 2) validacdo dos dados segundo
observacao clinica do hematologista. A tabela 35 mostra a comparacdo dos perfis de

gravidade realizados.

Tabela 35. Perfil de gravidade clinico do subgrupo Criancas | de acordo com as metodologias
de classificacdo
Métodos de classificagéo Ocorréncia Classificacao

Van DenTweel et ) ) )
Hematologista (Pediatra) HEMORIO N=55 %  Sem. (%) Diver. (%)

al., 2010
Classificacdes Semelhantes
38 Leve Leve 24 43,7
‘TE, Moderado Moderado 2 3,6 61,8 -
g Grave Grave 8 14,5
'E Classificacdes Divergentes
g Grave Moderado 10 18,2
E_E, Leve Moderado 7 12,8
Moderado Grave 2 3,6 - 38,2
Leve Grave 1 1,8
Grave Leve 1 1,8

N: nimero amostral; %: porcentagem; Sem.: semelhante; Diver.: divergente Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com os dois métodos de classificacdo do perfil fenotipico de gravidade, foi
possivel verificar que ocorreu similaridade na classificagdo em 61,8% dos individuos e
divergéncia em 38,2%. Avaliando as divergéncias, verificamos que aqueles individuos com o
fendtipo moderado, foram os mais dificeis de serem classificados pelos dois testes.

A classificagdo como “grave” por Van Den Tweel et al. (2010), em 10 individuos do
grupo amostral que divergiram quanto a classificacdo, ocorreu devido ao evento SE.
Apresentar SE para 0s autores € considerado grave e por isso, esse evento quando presente
soma 50 pontos no indice de gravidade. O mesmo ndo foi observado pelos critérios de
acompanhamento clinico do HEMORIO, e portanto, o hematologista as classificou com
clinica moderada. A classificacdo dos sete individuos como “leve” ocorreu, pois a tabela de

classificacdo de Tweel et al. (2010) ndo contabiliza a ocorréncia de PNM. Pelo hematologista,
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essas sete criancas foram classificadas como moderadas, pois seis apresentaram ocorréncia de
PNM e uma apresentou quatro ocorréncias de IVAS.

Os outros perfis que divergiram foram duas criancas classificadas com gravidade
moderada segundo Van Den Tweel et al. (2010), e consideradas com perfil grave segundo o
hematologista. Foram consideradas graves, pois ambas apresentam dactilite persistente,
parametro ndo avaliado pelo método de Van Den Tweel et al. (2010). Uma crianga foi
classificada com clinica leve pelo método de Van Den Tweel et al. (2010) e para o
hematologista trata-se de uma clinica grave por apresentar a ocorréncia de dactilite e
velocidade condicional alto para DTC. Uma ultima crianga foi considerada com perfil
fenotipico grave por Van Den Tweel et al. (2010) devido a ocorréncia de SE, enquanto o
hematologista a classificou com clinica leve, por apresentar com dois anos de idade uma
ocorréncia de SE, PNM com internacdo e uma transfuséo.

Devido as divergéncias nas classificacGes, para o presente trabalho optamos pela
classificagdo realizada pelo hematologista do HEMORIO, por retratar mais a realidade
brasileira e seguir os protocolos e orientacdes brasileiros. Assim, a classificacdo final se
baseou em 25 (45,5%) criancas classificadas como leve, 19 (34,5%) como moderada e 11
(20,0%) como grave (Tabela 36).

Tabela 36. Perfil de gravidade clinica do subgrupo Criangas |

Feminino Masculino Total Mediana de idade (meses)
Gravidade
N % N % % Min-Méx
Leve 12 50,0 13 419 25 455* 40 (32 - 47)
Moderado 8 333 11 355 19 345 42 (32- 47)
Grave 4 16,7 7 226 11 20,0 43 (34 - 47)
Total 24 1000 31 100,0 55 100,0 41 (32 - 47)

N: nimero amostral; %: porcentagem; Min.: minimo; Max.: maximo. *Comparacao realizada por
qui-quadrado com diferenca estatistica significativa (p=0,001). Fonte: elaborado pelo autor.

- Obitos no subgrupo Criancas |

Durante o periodo de acompanhamento dos individuos do subgrupo Criangas I, trés
criangas vieram a Obito, sendo duas meninas, uma com sete meses de idade (Obito por
broncoaspiracéo) e outra com 15 meses (6bito por PNM e inflamag&o); e um menino com 10

meses de idade (Obito por causa desconhecida).
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A ocorréncia de 6bito no subgrupo Criancas | foi de 5,0%, mostrando que a sobrevida
destas criancas esta na faixa de 95,0% (Figura 23). Analisando a curva de sobrevida, o risco
de o6bito nas criancas com DF é maior até os 15 meses de idade. O perfil genotipico dessas

criancas esta apresentado na tabela 37.

Figura 23. Anélise de sobrevida das criancas do subgrupo Criangas |
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 37. InformacGes genotipicas das criangas que evoluiram para ébito do subgrupo
Criancas |

Gendtipos

ECAl

. . Idade "
Criangca Género (meses) DF Haplétipo

CBS PAI1 ECA2 ADA

1 F 7 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- 5G/5G DD AG Néo
2 M 10 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- 4G/5G | GG GG
3 F 15 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins+  5G/5G ID Nao GG

F: feminino; M: masculino; DF: Doenca Falciforme; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; Ins-: auséncia da
insercdo de 68 pares de bases (pb); Ins+: presenca da insercdo de 68 pb. PAI1: gene do Inibidor do Ativador do
Plasminogénio Tipo 1. ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; I: inser¢do de 287 pb; D: delecdo
de 287 pb. ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2. ADA: gene da Adenosina Deaminase; N&o:
ndo amplificou para o teste. Fonte: elaborado pelo autor.

As trés criangas apresentavam AF e duas eram homozigotas para o haplotipo Bantu.
Quanto aos polimorfismos de vasoatividade avaliados, ndo foi possivel tracar um perfil que
pudesse estar relacionado & causa de 6bito das criancas. Porém, foi possivel verificar que a
crianca 1 apresentava a homozigose para o alelo D (delecdo de 287pb) para a ECAL; a crianca

2, um alelo 4G para o PAI1; a crianga 3, um alelo D para ECAL.
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4.2.2. Grupo retrospectivo

- Manifestac@es clinicas nos subgrupos Criangas Il, Adolescentes e Adultos

O levantamento das manifestac@es clinicas das pessoas com DF do grupo de estudo
retrospectivo foi concluido em 2011. Todas as ocorréncias clinicas foram levantadas e
classificadas como “Sim”, quando 0 individuo apresentou a ocorréncia, e “Nao”, quando nio
apresentou a ocorréncia. As manifestacoes clinicas elencadas foram aquelas que apresentam
relagdo com a vasoatividade sendo AVE, retinopatia, STA, osteonecrose, crises de dor e
priapismo. Quanto a retinopatia e ao priapismo, houve uma classificagdo de “Nao se aplica”
para aquelas que nunca foram a uma consulta com o especialista, e portanto, ndo ha um
diagnostico que caracterize ter ou ndo estas manifestacdes. As classificadas como “Néo se
aplica” no priapismo sdo para as pessoas do género feminino. A classificagdo das crises de
dor foi separada por ocorréncia de crises no Ultimo ano antes da coleta da amostra sanguinea
para o estudo. De 0 a 2 crises foi considerado brando, de 3 a 5 moderado e acima de 6 grave.

Na tabela 38 elencamos as manifestacdes clinicas observadas nos individuos dos
subgrupos Criancas Il, Adolescentes e Adultos. De acordo com os dados, podemos verificar
que nenhum individuo do subgrupo Criancas Il apresentou osteonecrose e priapismo. No
subgrupo Adolescentes todas as manifestacbes foram observadas nos individuos com
gendtipo SS e, no subgrupo Adultos, as manifestacbes foram observadas em pelo menos um
individuo com genotipos SS e SC.

A fim de verificarmos qual manifestacdo clinica foi mais frequente entre os subgrupos
amostrais, comparamos as ocorréncias somente entre 0s genétipos SS e SC, devido ao nimero
amostral reduzido para os outros gendtipos. A tabela 39 resume os resultados.

Os individuos com gendtipo SS do subgrupo Adolescentes apresentaram quase duas
vezes mais ocorréncia de AVE (26,8%) em relacdo aos individuos do subgrupo Adultos
(15,7%). Ja os individuos com AF do subgrupo Adultos apresentaram aproximadamente,
quatro vezes mais ocorréncia de osteonecrose (15,1%) em relacdo aos individuos do subgrupo
Adolescentes (3,6%). Quanto aos individuos com gendtipo SC, foi encontrado somente
diferenca estatistica significante para a retinopatia, sendo esta mais frequente no subgrupo
Adultos (44,0%) em relacdo ao de Adolescentes (10,0%). A Figura 24 apresenta as diferencas

estatisticas encontradas por genotipo em relagdo aos subgrupos amostrais.
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Tabela 38. Ocorréncia de manifesta¢@es clinicas nos DF do grupo de estudo retrospectivo

Sub. ” Manifestaces clinicas
Genotipos

Am. AVE Retinopatia STA Osteonecrose  Priapismo Crises de Dor
& N % N % N % N % N % Ocor. N %
1 8 174 1 22 25 543 0 0 0 0 0-2 31 674
= 38 826 29 630 21 457 46 1000 22 1000 35 13 282
i - - 16 348 - - - - 24 - >6 2 4.4
S N % N % N % N % N % Ocor. N %
3 SC 0 0 1 143 3 428 0 0 0 0 0-2 4 571
) (N=7) | Nao 7 1000 4 57,1 4 5772 8 1000 5 714 35 3 429

NA - - 2 28,6 - - - - 2 28,6 >6 0 0
N % N % N % N % N % Ocor. N %
SS Sim 30 268 10 89 65 580 4 3,6 12 10,7 02 81 723
(N=112) | Nao 82 732 67 598 47 420 108 964 43 384 35 23 205
NA - - 35 313 - - - - 57 50,9 >6 8 7,2
E N % N % N % N % N % Ocor. N %
< SC Sim 0 0 1 100 2 20,0 0 0 0 0 0-2 7 700
74 (N=10) | Ndo 10 1000 8 800 8 800 10 1000 7 700 35 3 300
4 NA - 1 10,0 - - - - 3 30,0 >6 0 0,0
= N % N % N 9% N % N % Ocor. N %
2 SD Sim 1 250 O 0 2 50,0 0 0 0 0 0-2 3 750
3 (N=4) | Ndo 3 750 3 750 2 500 4 1000 3 750 35 1 250
< NA - - 1 25,0 - - - - 1 250 >6 0 0
N % N % N % N % N % Ocor. N %
Sp Sim O 0 0 0 1 1000 O 0 0 0 0-2 1 100,
(N=1) | Ndo 1 1000 1 1000 O 0 1 1000 1 1000 3-5 0 0
NA - - - - - - - - - - >6 - -
N % N % N % N % N % Ocor. N %
SS Sim 29 157 16 86 115 622 28 151 22 119 02 116 627
(N=185) | Nao 156 84,3 99 536 70 378 157 849 46 249 35 43 232

NA - - 70 378 - - - - 117 632 >6 26 141
N % N % N % N % N % Ocor. N %

SC Sim 1 40 11 440 6 240 5 200 2 80 0-2 9 360

(N=25) | Nap 24 960 10 400 19 760 20 800 11 440 35 14 560

=212)

Z NA - - 4 160 - - - - 12 480 >6 2 80
8 N % N % N % N % N % Ocor. N %
E SD Sim 0 0 1 1000 1 1000 O 0 1 1000 0-2 1 100,0
SO (N=D) | Nag 1 2000 0 0 o0 o0 1 100 0 O 35 0 0
NA - - - - - - - - - >6 0 0
N % N % N % N % N % Ocor. N %
Sp Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-2 1 100,0
(N=1) | Nso 1 1000 1 1000 1 1000 1 1000 1 1000 35 0 0
NA - - - - - - - - - - >6 0 0

Sub. Am.: subgrupo amostral; AVE: acidente vascular encefalico; STA: sindrome toracica aguda; 0-2: de zero a
duas crises de dor por ano; 3-5: de trés a cinco crises de dor por ano; >6: acima de seis crises de dor por ano;
NA: ndo avaliado; N: nimero amostral; %: porcentagem; Ocor.: ocorréncia no ultimo ano. Fonte: elaborado pelo
autor.
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Tabela 39. Comparacgéo das ocorréncias das manifestacdes clinicas entre os subgrupos

amostrais
Comparacdes (valor de p)
» Manifestacdes Criancgas I Adolescentes Criangas 11
Genotipos . X X X
Adolescentes Adultos Adultos
AVE 0,22 0,02* 0,82
Retinopatia 0,17 1,0 0,19
STA 0,72 0,54 0,39
ss Osteonecrose - <0,01 -
Priapismo - 0,22 -
Dor (0-2) 0,56 0,10 0,61
Dor (3-5) 0,41 0,66 0,57
Dor (>6) 0,72 0,09 0,08
AVE - - -
Retinopatia 1,0 0,04* 0,33
STA 0,59 1,0 1,0
Osteonecrose - - -
SC .
Priapismo - - -
Dor (0-2) 0,64 0,13 0,40
Dor (3-5) 0,64 0,26 0,67
Dor (>6) - - -

AVE: acidente vascular encefalico; STA: sindrome torécica aguda; 0-2: de zero a duas crises de dor por
ano; 3-5: de trés a cinco crises de dor por ano; >6: acima de seis crises de dor por ano; Teste realizado:
qui-quadrado; * valor de p significativo <0,05. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 24. Frequéncia das manifestacOes clinicas com diferenca estatistica significante
entre os subgrupos do estudo retrospectivo
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A. Frequéncia de AVE nos individuos com AF do subgrupo Adolescentes foi maior em relacdo aos individuos
do subgrupo Adultos; B. Frequéncia de osteonecrose nos individuos com AF do subgrupo Adultos foi maior em
relagdo aos individuos do subgrupo Adolescentes; C. Frequéncia de retinopatia nos individuos com SC do
subgrupo Adultos foi maior em relacéo aos individuos do subgrupo Adolescentes. Teste realizado: qui-quadrado;
valor de p significativo <0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

- Perfil fenotipico de gravidade do grupo retrospectivo

O perfil fenotipico do grupo de estudo retrospectivo foi classificado utilizando a
ferramenta online “Sickle Cell Disease Severity Calculator”, como descrito no item
“Classificacdo do perfil fenotipico”. A tabela 40 apresenta a classificacdo para os trés

subgrupos amostrais.
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Tabela 40. Classificacdo do perfil fenotipico dos individuos do grupo de estudo retrospectivo

Criangas 11 Adolescentes Adultos

Perfil fenotipico Género (N=53) (N=127) (N=212)
N % N % N %
F 25 55,5 30 41,6 11 61,1
Leve M 20 445 42 58,4 7 38,9
Total 45 84,9 72 56,7 18 8,5
F 2 25,0 16 44,4 53 56,4
Moderado M 6 75,0 20 55,6 41 43,6
Total 8 15,1 36 28,3 94 44,4
F 0 0 11 57,9 65 65,0
Grave M 0 0 8 42,1 35 35,0
Total 0 0 19 15,0 100 47,1

N: nimero amostral; %: frequéncia; F: feminino; M: masculino; *comparac&o realizada somente entre 0s
individuos do subgrupo Adolescentes e Adultos. Fonte: elaborado pelo autor.

O perfil fenotipico leve e moderado foi verificado nos trés subgrupos amostrais. Ja o
Perfil “grave” nao foi verificado no subgrupo Criangas II. Na comparagcdo da gravidade
clinica entre os quatro subgrupos amostrais, como apresentado na tabela 41 e figura 25, os
individuos do subgrupo Criancas Il, apresentaram a maior frequéncia para o perfil fenotipico
“leve”, e os perfis “moderado” e “grave” foram frequentes no subgrupo adultos. Para os

subgrupos Criancas | e Adolescentes, a maioria dos individuos cursa com a clinica leve e

moderada.

Tabela 41. Comparacao entre o perfil fenotipico nos quatro subgrupos amostrais
Criangas | Criangas 11 Adolescentes Adultos

Perfil fenotipico ~ (N=55) (N=53) (N=127) (N=212) Valorde
% N % N % N P
Leve 25 455 45 849 72 567 18 85
Moderado 19 345 8 151 36 283 94 444  <0,0001
Grave 11 20,0 0 0 19 15,0 100 47,1

N: nimero amostral; %: frequéncia. Teste realizado: qui-quadrado; valo de p significativo <0,05. Fonte:
elaborado pelo autor.
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Figura 25. Comparagdo da gravidade clinica entre os subgrupos amostrais
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Os “*” indicam o subgrupo com maior ocorréncia da clinica leve, moderado e
grave. Fonte: elaborado pelo autor.

Interessante destacar que, dentro do subgrupo Adultos, ha seis individuos com idade
acima de 60 anos (média de idade de 62+2,07), destes cinco com AF (Hb SS) e um com Hb
SC. Provavelmente, a expectativa de vida dessas pessoas se deva a boa aderéncia ao
tratamento, e/ou interacdo de alguns polimorfismos genéticos que os beneficiam melhorando
a sobrevida. Assim, elencamos as caracteristicas genéticas desses pacientes observadas nesse
estudo (Tabela 42).

Tabela 42. Caracteristicas genéticas do grupo de adultos com idade acima de 60 anos

Idade  Género Genétipo Haplétipp ~ ECAL ECA2  CBS ADA szidczde
65 F SS Bantu/Bantu ID AG Ins-/Ins- GG 4G/4G Moderado
64 F SS Bantu/Bantu 1 AG Ins+/Ins+ GG 5G/5G Moderado
63 M SS Bantu/Bantu DD A Ins-/Ins- GG 4G/5G Moderado
62 M SS Bantu/Bantu ID G Ins-/Ins- GG 4G/5G Moderado
60 F SS Benin/Camardes ID AG Ins-/Ins- GG 4G/4AG Grave
60 F SC -—-- | AG Ins-/Ins- GA 5G/5G Grave

F: feminino, M: masculino; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECAL: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (Obs.: Os individuos do género
masculino s6 apresentam um alelo, pois o polimorfismo encontra-se no cromossomo X); ADA: gene da

Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1. Ins-: auséncia da inser¢édo
de 68 pares de bases (pb); Ins+: presenca da insercdo de 68 pb; I: insercdo de 287 pb; D: dele¢do de 287 pb.
Fonte: elaborado pelo autor.

Dentre os seis individuos, quatro apresentaram gravidade clinica moderada e dois
graves. Destes, somente um apresentou o genotipo SC para a DF, o restante apresentaram a
forma mais grave (AF). Quanto aos hapldtipos, a maioria apresentou homozigose para o

Bantu e um a combinacdo Benin/Camarfes. Para o individuo SC o haplotipo nédo foi
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realizado. Quanto aos polimorfismos genéticos, para ECA1 o alelo mais frequente foi o |
(58,3%), para ECA2 os alelos apresentaram a mesma frequéncia (50,0%), para CBS o alelo
Ins- foi 0 mais frequente (83,3%), para 0 ADA foi 0 G (91,6%) foi 0 mais frequente e para o

PAI1 os alelos apresentaram a mesma frequéncia (50,0%).

- Obito no grupo de estudo retrospectivo: Criancas |1, Adolescentes e Adultos

Durante a Gltima ida ao HEMORIO em abril de 2016, foi possivel acessar o registro de
Obitos que ocorrem dentro do hospital. Assim, verificamos se algum dos individuos que
compdem o grupo retrospectivo havia falecido depois de 2011 (ano da coleta de amostra).

No subgrupo Criangas Il ndo verificamos nenhum 6bito dos individuos. No subgrupo
Adolescentes cinco individuos (3,9%) vieram a 6bito e no subgrupo Adultos 18 individuos
(8,5%) vieram a Obito. Os dados dos individuos, a caracteristica genética e a causa do 6bito
encontram-se na tabela 43.

Dos cinco individuos que vieram a 6bito do subgrupo Adolescentes, quatro eram do
género feminino e um, masculino. A média de idade foi de 18,6 + 0,9 anos (mediana de 18,
minimo 18 anos de maximo de 20 anos de idade). Todos os individuos apresentavam a
homozigose para a Hb S e para os haplotipos da globina beta-S, somente um apresentava a
homozigose para o haplétipo Bantu. De acordo com os polimorfismos avaliados, para a CBS e
ADA ndo foi verificada a presenca do alelo que poderia agravar a clinica do individuo (Ins+ e
A22, respectivamente); para a ECA1 foi equilibrada a frequéncia do alelo | e D e para o PAIL
foi verificado 40.0% da presenca do alelo 4G. Quanto a gravidade clinica, somente um
apresentava a clinica grave.

No subgrupo Adultos dos 18 individuos que vieram a 6ébito, 13 (72,2%) eram
femininos, e cinco (27,8%) masculinos. A média de idade era de 45,7 + 12,0 anos (mediana
de 45, minimo de 21 e maximo de 62 anos). Todos os individuos apresentavam AF, sendo
nove (50,0%) com homozigose para 0 haplotipo Bantu, seis (33,3%) com haplotipo
Bantu/Benin e trés (16,7%) com haplétipo Bantu/Atipico. Quanto aos polimorfismos
avaliados, para a CBS o alelo mais frequente foi o Ins- com 91,6% (N=33). Para ECAL, a
frequéncia do alelo | foi de 44,4% (N=16) e do alelo D de 55,6% (N=20). Para a ECA2, dos
cinco homens do grupo, trés apresentavam o alelo G (60,0%) e dois o alelo A (40,0%).
Quanto as mulheres o alelo G apresentou uma frequéncia de 57,7% (N=15) e o alelo A de
43,3% (N=11). Para o PAI1, o alelo 4G apresentava uma frequéncia de 33,3% (N=12) e 0 5G
de 66,7% (N=24). Para o polimorfismo da ADA, foi verificado somente a presenca de um
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alelo A (2,7%). Quanto a gravidade clinica a maioria dos individuos haviam sido classificados
com clinica grave (72,2%).

No subgrupo Adolescentes a maior causa de oObito foi a septicemia responsavel por
60,0% dos casos. Um individuo veio a 6bito por STA e um nédo foi possivel saber a causa
correta. No subgrupo Adultos, a STA foi responsavel pela maioria dos 6bitos com 44,4% dos
casos. Problemas cardiacos foram responsaveis por 16,6%; septicemia e insuficiéncia hepatica
aguda apresentaram a mesma frequéncia de ocorréncia com 11,1% cada e, menos frequente, a

ocorréncia de AVE, morte subita e morte durante crise algica.
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Tabela 43. Informacdes genotipicas e clinicas dos 6bitos nos subgrupos Adolescentes e Adultos
Adolescentes

ID Género Idade Genétipo  Haplétipo CBS ECA1 ECA2 PAI1 ADA (é:?r:, Causa do 6bito

1 F 18 SS Benin/Benin  Ins-/Ins- 1 GG 4G/5G GG Leve Septicemia

2 M 20 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- DD G 5G/5G GG Mod. -

3 F 18 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- 1 GG 4G/5G GG Leve STA

4 F 18 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- DD AG 4G/5G GG Grave Septicemia

5 F 19 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- ID GG 4G/5G GG Leve Septicemia
Adultos

ID Género Idade Genétipo  Haplétipo CBS ECA1 ECA2 PAI1 ADA c(;::?r\l/ Causa do 6bito

1 F 61 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- DD GG  4G/4G GG Grave Septicemia

2 F 59 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- ID GG  5G/5G GG Mod. STA

3 F 56 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- 1 AA  4G/5G GG Grave Arritmia cardiaca

4 M 62 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- ID G 4G/5G GG Mod. STA

5 F 39 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- ID AG  4G/5G GG Grave Insuficiéncia cardiaca congestiva

6 F 48 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- ID AA  4G/5G GG Mod. Morte subita

7 F 40 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins+ DD GG  5G/5G GG Grave STA

8 M 21 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- DD G 4G/5G GG Grave AVE

9 F 31 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins+ ID GG  5G/5G GG Grave STA

10 F 32 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins+ ID GG  4G/4G GG Grave Morte durante crise algica

11 M 45 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- 1 A 5G/5G GG Grave STA

12 F 45 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- ID AG  4G/5G GG Mod. STA

13 F 34 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- DD AG 5G/5G GG Mod. STA

14 F 53 SS Bantu/Bantu  Ins-/Ins- ID AG 5G/5G GG Grave STA

15 F 41 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- ID AA  4G/5G GG Grave Insuficiéncia hepética aguda

16 M 40 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- DD G 5G/5G GA Grave Insuficiéncia hepética aguda

17 F 59 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- 1 AG  4G/5G GG Grave Choque cardiogénico

18 M 58 SS Bantu/Benin  Ins-/Ins- ID A 5G/5G GG Grave Septicemia

ID: identificacdo; F: feminino; M: masculino; Atp.: Atipico; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECA1: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (Obs.: Os individuos do género masculino s6 apresentam um alelo, pois o
polimorfismo encontra-se no cromossomo X); ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1.
Ins-: auséncia da insercdo de 68 pares de bases (pb); Ins+: presenca da insercéo de 68 pb; I: insercdo de 287 pb; D: dele¢do de 287 pb. Grav. Clin.:

gravidade clinica; Mod.: Moderado; - causa desconhecida. Fonte: elaborado pelo autor.
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No gréfico de sobrevida (Figura 26) desenhado a partir dos trés subgrupos amostrais
do estudo retrospectivo foi possivel verificar que até os 20 anos de idade, os individuos com
DF apresentam uma taxa de sobrevida de quase 100,0 %. Apos os 20 anos até aos 40 anos de
idade, esta taxa decai um pouco, mas fica ao redor de 90,0% de sobrevida. Entre os 40 anos
até os 60 anos de idade, a sobrevida diminui muito variando de 50,0 a 80,0%. Apo6s o0s 60
anos de idade, a sobrevida dos individuos com DF fica abaixo de 40,0%.

Figura 26. Curva de sobrevida do grupo de estudo retrospectivo

100+

Porcentagem de sobrevida

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Idade

A porcentagem de sobrevida mostra que o risco de morte aumenta depois dos 40
anos de idade. Fonte: elaborado pelo autor.

4.3. Avaliacdo dos marcadores genéticos em relacéo ao perfil fenotipico de gravidade

A fim de verificar a influéncia dos polimorfismos genéticos no perfil de gravidade
clinica dos subgrupos amostrais, foi utilizado o teste de RLM, o qual verifica a probabilidade
de um evento ocorrer em fungéo de outros fatores, por meio de dados qualitativos. As anélises
foram realizadas separadas, de acordo com o estudo prospectivo e retrospectivo, pois o
resultado dado em odds ratio (OR) é interpretado como risco de ocorréncia para 0 grupo
prospectivo, e chance de ocorréncia para 0 grupo retrospectivo.

Todas as analises de RLM foram padronizadas para género (0= feminino; 1=
masculino); gen6tipo da DF (0= gendtipo ndo SS; 1= genétipo SS) e haplétipo da globina
beta-S (0= haplétipo ndo Bantu/Bantu; 1= haplétipo Bantu/Bantu). A idade foi inserida como
variavel continua, e o teste considera a idade para corrigir os resultados obtidos. Foram

realizados dois tipos de analise de acordo com o modelo recessivo de heranga dos
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polimorfismos genéticos (homozigoto mutante versus homozigoto selvagem + heterozigoto) e
modelo dominante de heranca (homozigoto mutante + heterozigoto versus homozigoto
selvagem). Para os individuos do género masculino o polimorfismo do gene ECA2 (A1075G)
foi considerado sendo no modelo recessivo e dominante o alelo A como 0 e o alelo G como 1.
Quanto a gravidade clinica, foram consideradas duas combinac@es para as analises de RLM:
12 combinagéo: 0 = leve, 1 = moderado + grave; 2% combinacdo: 0 = leve + moderado, 1 =

grave.

4.3.1. Marcadores genéticos e perfil de gravidade no grupo prospectivo

Na primeira analise de RLM realizada para o0 grupo prospectivo, considerando o
modelo recessivo de heranca dos polimorfismos genéticos e a gravidade clinica leve como
insucesso e moderada e grave como sucesso, foi possivel verificar que a Unica variavel
independente que interferiu foi o genotipo da DF (Tabela 44). Com este resultado podemos
inferir que o risco de uma crianca com DF apresentar clinica moderada ou grave é cerca de 17
vezes maior quando possui 0 genotipo SS, ou seja a AF. Na segunda analise de RLM
considerando a gravidade clinica leve e moderada como insucesso e grave como sucesso, nao
foi possivel verificar a influéncia dos polimorfismos genéticos como moduladores do perfil

fenotipico das criancas (Tabela 45).

Tabela 44. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo prospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,78 1,21 0,30 - 4,87
Idade 0,63 1,32 0,42 - 4,24
Gendtipos da DF 0,005 16,90 2,28 - 125,07
Haplétipo 0,43 0,50 0,09 -2,84
CBS 0,95 13332,67 0,00 - infinito
PAI1 0,21 2,43 0,59 - 10,03
ECA1l 0,66 1,38 0,32-5,95
ECA2 0,05 0,22 0,05-1,01
ADA 0,95 0,0001 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 45. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo prospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,26 3,19 0,42 - 24,27
Idade 0,08 0,16 0,02 - 1,27
Genotipos da DF 0,72 265250,95 0,00 - infinito
Haplétipo 0,11 0,16 0,02 - 1,53
CBS 0,93 0,000 0,00 - infinito
PAI1 0,21 0,25 0,03-2,19
ECAl 0,18 0,21 0,02 -2,09
ECA2 0,05 0,12 0,01-1,02
ADA 0,98 0,11 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Nas analises realizadas com o modelo dominante de heranca dos polimorfismos
genéticos, foram verificadas a influéncia do genétipo da DF com um risco de
aproximadamente 23 vezes de uma crianga com DF apresentar clinica moderada ou grave
quando possui 0 genotipo SS (Tabela 46). Porém, este risco ndo ocorreu quando considerado

o perfil leve e moderado como insucesso e grave como sucesso (Tabela 47).

Tabela 46. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo prospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,86 0,86 0,17 - 4,50
Idade 0,33 1,84 0,53 - 6,38
Gendtipos da DF 0,008 22,81 2,22 - 234,84
Haplétipo 0,40 0,43 0,06 - 3,14
CBS 0,27 0,34 0,05-2,32
PAI1 0,33 2,71 0,36 - 20,26
ECA1l 0,07 6,06 0,86 - 42,85
ECA2 0,06 0,17 0,003 -1,11
ADA 0,70 1,47 0,20 - 10,61

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 47. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo prospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,85 1,19 0,18 - 7,85
Idade 0,36 0,45 0,08 - 2,53
Genotipos da DF 0,77 33349,44 0,00 - infinito
Haplétipo 0,47 0,52 0,09 - 3,01
CBS 0,33 0,32 0,03 - 3,22
PAI1 0,62 0,60 0,08 -4,51
ECAl 0,94 0,91 0,06 - 14,50
ECA2 0,18 0,29 0,05-1,82
ADA 0,85 0,0002 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Devido a influéncia do genotipo SS como modulador do perfil fenotipico das criancas

com DF, fizemos as mesmas analises considerando somente os individuos com AF para

verificar se os polimorfismos genéticos estudados apresentariam alguma influéncia no perfil

fenotipico de gravidade destes individuos.

De acordo com as andlises apresentadas nas tabelas 48, 49, 50 e 51, foi possivel

verificar somente um resultado significativo para o polimorfismo da ECA2 (p=0,03;

OR=0,11; IC 95% = 0,02 - 0,87). Este resultado pode sugerir que este polimorfismo apresenta

um efeito protetor para a crianga com AF, pois o risco de uma crianca com AF apresentar

clinica moderada ou grave é menor quando possui o alelo G rm homozigose (GG) para o

polimorfismo A1075G da ECA2 (Tabela 48).
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Tabela 48. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo prospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,77 1,31 0,20 - 8,44
Idade 0,74 1,30 0,26 - 6,51
Haplétipo 0,34 0,38 0,05-2,81
CBS 0,64 0,43 0,01 - 15,26
PAIL 0,24 3,23 0,45-23,19
ECAl 0,44 2,23 0,28 - 17,64
ECA2 0,03 0,11 0,02 - 0,87
ADA 1,0 1,42 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 49. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo prospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR 1C 95%

Género 0,26 3,17 0,42 - 24,18

Idade 0,08 0,16 0,02 -1,28

Haplétipo 0,11 0,17 0,02 -1,55
CBS 0,89 0,000 0,00 - infinito

PAIL 0,21 0,25 0,03-2,19

ECAlL 0,19 0,21 002 - 2,14

ECA2 0,05 0,12 0.01-1,04

ADA 1,0 557466,71 0,00 - inifito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 50. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo prospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%

Género 0,88 0,86 0,12 - 6,28

Idade 0,54 1,62 0,33-7,92
Haplétipo 0,43 0,44 0,06 - 3,40

CBS 0,92 0,89 0,09 - 9,06

PAIL 0,30 2,89 0,38 -22,2

ECAl 0,22 4,06 0,41 - 39,84

ECA2 0,17 0,24 0,03 -1,87

ADA 0,72 1,67 0,10 - 28,46

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 51. Risco de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo prospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor (O] 1C 95%
Género 0,85 1,19 0,18 - 7,85
Idade 0,36 0,45 0,08 - 2,53
Haplétipo 0,47 0,52 0,09 - 3,01
CBS 0,33 0,32 0,03 - 3,22
PAI1 0,62 0,60 0,08 -4,51
ECAlL 0,94 0,91 0,06 - 14,51
ECA2 0,8 0,29 0,05-1,82
ADA 0,90 0,00 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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4.3.2. Marcadores genéticos e perfil de gravidade clinica no grupo retrospectivo
Antes de iniciar as analises de RLM no grupo retrospectivo, foi verificado se o uso de
HU interferiria na evolucdo clinica das pessoas com DF e o resultado foi negativo (Tabela

52). Devido a isso, as analises de RLM foram realizadas nao considerando essa variavel.

Tabela 52. Comparacéo do uso de HU em relacdo a gravidade clinica

Gravidade Clinica

Leve 60 35,3 75 339
Moderado 60 353 77 348 0,92

Grave 50 294 69 313

Total 170 100,0 221 100,0

HU+: em uso de HU; HU-: sem uso de HU; N: nimero amostral; %:
porcentagem. Fonte: elaborado pelo autor.

Nas analises de RLM realizadas para o grupo retrospectivo, independente do modelo
recessivo ou dominante de heranca dos polimorfismos genéticos, foi possivel verificar que o
genotipo SS, ou seja, a AF influencia na gravidade clinica dos individuos, sendo que a chance
de ocorréncia de clinica moderada ou grave é cerca de nove vezes maior no modelo recessivo
(Tabela 53) e sete vezes maior no modelo dominante de heranca (Tabela 55) e a chance
ocorréncia de clinica grave é cerca de quatro vezes maior tanto para modelo o recessivo
(Tabela 54) quanto para o de dominancia de heranca dos polimorfismos genéticos (Tabela
56).
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Tabela 53. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo retrospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%

Género 0,38 1,27 0,74 -2,21

Idade <0,0001 1,23 1,18-1,29
Gendtipos da DF 0,0001 8,97 2,90 - 27,73

Haplétipo 0,95 1,01 0,58 - 1,77

CBS 0,90 0,92 0,25-3,38

PAI1 0,63 0,88 0,52-1,50

ECAl 0,78 1,08 0,61-1,90

ECA2 0,65 1,13 0,66 -1,95
ADA 1,0 23,25 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 54. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo retrospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR 1C 95%

Género 0,31 0,77 0,47 -1,28
Idade <0,0001 1,06 1,04-1,08
Genotipos da DF 0,003 3,94 1,56 - 9,94
Haplétipo 0,97 0,99 0,60 -1,63
CBS 0,53 1,47 0,43 -5,08
PAIl 0,41 1,21 0,76 - 1,96
ECAl 0,26 1,32 0,81-2,17
ECA2 0,88 1,03 0,64 -1,67
ADA 1,0 5,67 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de comfianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.



110
4. RESULTADOS

Tabela 55. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo retrospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,29 1,36 0,77 -2,42
Idade <0,0001 1,19 1,15-1,25
Genotipos da DF 0,0002 7,60 2,60 - 22,23
Haplétipo 0,88 1,04 0,58 - 1,86
CBS 0,27 0,72 0,41-1,29
PAI1 0,66 0,83 0,38-1,84
ECAl 0,92 1,03 0,53-2,02
ECA2 0,66 1,15 0,60 - 2,20
ADA 0,57 1,31 0,51-3,34

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 56. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos (Grupo retrospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR 1C 95%

Género 0,55 0,85 0,51-1,43
Idade <0,0001 1,06 1,04-1,08
Genotipos da DF 0,0049 3,85 1,51-9,79
Haplétipo 0,96 1,01 0,61-1,66
CBS 0,63 1,13 0,68-1,89

PAIl 0,80 1,09 0,55-2,16
ECAl 0,89 0,95 0,52-1,76
ECA2 0,26 1,38 0,78 - 2,46
ADA 0,09 1,86 0,91-3,82

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tendo em vista a influéncia do genotipo SS como modulador do perfil fenotipico de
gravidade dos individuos do grupo retrospectivo, as mesmas andlises foram realizadas
somente para os individuos com AF, e ndo foi possivel verificar a influéncia dos marcadores

genéticos na gravidade clinica (Tabelas 57, 58, 59 e 60).

Tabela 57. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo retrospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR 1C 95%
Género 0,31 1,38 0,73-2,60
Idade <0,0001 1,27 1,20 - 1,36
Haplétipo 0,76 1,09 0,59-2,04
CBS 0,59 0,66 0,15 - 3,03
PAIL1 0,60 0,85 0,46 - 1,57
ECA1 0,79 1,09 0,57 -2,09
ECA2 0,85 1,05 0,57 - 1,97
ADA 1,0 44,30 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 58. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo retrospectivo)
Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%
Género 0,52 0,84 0,49 - 1,43
Idade <0,0001 1,07 1,05- 1,09
Haplatipo 0,98 1,00 0,60 - 1,67
CBS 0,99 1,00 0,26 - 3,85
PAI1 0,42 1,22 0,74 - 2,04
ECA1 0,15 1,46 0,87-2,48
ECA2 0,79 1,07 0,64-1,78
ADA 1,00 8,86 0,00 - infinito

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 59. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo retrospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%

Género 0,22 1,49 0,78 - 2,86

Idade <0,0001 1,27 1,20-1,36
Haplétipo 0,77 1,09 0,58 - 2,07

CBS 0,25 0,68 0,36 - 1,32

PAIL 0,90 0,94 0,38 -2,36

ECAl 0,95 1,01 0,49 - 2,13

ECA2 0,45 1,32 0,64 -2,74

ADA 0,55 1,37 0,49 - 3,89

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 60. Chance de ocorréncia da gravidade clinica de acordo com marcadores
genéticos para os individuos com AF (Grupo retrospectivo)
Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave)

Variaveis independentes p-valor OR IC 95%

Género 0,86 0,95 0,55-1,65

Idade <0,0001 1,07 1,05-1,09
Haplétipo 0,90 1,03 0,65-1,72

CBS 0,63 1,14 0,66 - 1,96

PAI1 0,90 1,04 0,51-2,12

ECA1l 0,95 1,01 0,53-1,94

ECA2 0,18 1,50 0,82 -2,78

ADA 0,08 1,93 0,91-4,13

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAIL: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

A gravidade clinica leve, moderada e grave dos individuos do grupo retrospectivo,
apresenta também um escore de gravidade apresentado como variavel quantitativa (como
informado na metodologia). Devido a isso, foi possivel realizar o teste de GLM o qual verifica
a influéncia de dados qualitativos em relacdo aos dados quantitativos. O teste foi realizado
somente para os individuos com AF e foi corrigido para género, idade e uso de HU. Além da

influéncia dos polimorfismos genéticos, foi possivel verificar a interagdo entre eles os quais
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foram agrupados de acordo com a via de agdo sendo CBS + PAILl, ECAL1+ECA2 e ADA. Os
resultados obtidos ndo apresentaram influéncia dos polimorfismos genéticos quanto os

escores de gravidade clinico nos individuos com AF (Tabela 61).

Tabela 61. Resultado do teste GLM realizado nos individuos com AF do grupo
retrospectivo

CBS + PAIL ECA1 + ECA2
p-valor p-valor
Género 0,85 Género 0,44 Género 0,95
Idade 0,000 Idade 0,000 Idade 0,000
HU 0,15 HU 0,09 HU 0,09
CBS 0,76 ECA1 0,19 ADA 0,39
PAI 0,06 ECA2 0,29

CBS+PAI1 0,29 ECAL1+ECA2 0,33

CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1;
ECAZ2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase;
PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.3. Marcadores genéticos e 6bito nos grupos prospectivo e retrospectivo

A fim de verificar se 0s marcadores genéticos influenciaram nos o6bitos dos individuos
do grupo prospectivo e retrospectivo, a analise de RLM foi realizada tomando como sucesso
os individuos que evoluiram para o 6bito. Tanto no modelo recessivo, quanto no modelo
dominante, para os dois grupos de estudo, ndo foi verificada a influéncia dos marcadores

genéticos em relacdo ao 6bito nos individuos com DF (Tabela 62, 63, 64 e 65).
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Tabela 62. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para 0s
individuos com DF (Grupo prospectivo)
Modelo Recessivo

Variaveis independentes p-valor IC 95%

Género 0,47 0,35 0,02 - 6,09

Idade 0,66 4119,36 0,00 - infinito

Genotipo da DF 0,63 10029035,91 0,00 - infinito
Haplétipo 0,49 0,41 0,03 -5,20

CBS 0,95 0,0001 0,00 - infinito

PAIl 0,22 9,93 0,24 - 406,53

ECAl 0,70 0,000 0,00 - infinito

ECA2 0,76 0,61 0,02 - 15,29

ADA 0,94 1594,13 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 63. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para 0s
individuos com DF (Grupo prospectivo)

Modelo Dominante

Variaveis independentes p-valor 1C 95%

Género 0,77 0,65 0,04 - 11,84

Idade 0,49 757450,86 0,00 - infinito
Gendtipo da DF 0,47 496945,83 0,00 - infinito

Haplétipo 0,49 0,37 0,02 -6,37

CBS 0,55 0,000 0,00 - infinito

PAI1 0,84 3821,88 0,00 - infinito

ECA1l 0,69 696874,39 0,00 - infinito

ECA2 0,74 4354,33 0,00 - infinito

ADA 0,56 264492 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 64. Chance de ocorréncia de morte de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com DF (Grupo retrospectivo)
Modelo Recessivo

Variaveis independentes p-valor IC 95%
Género 0,33 0,60 0,22 - 1,67
Idade <0,0001 1,06 1,03-1,10
Genotipo da DF 0,67 8467,26 0,00 - infinito
Haplétipo 0,33 0,64 0,26 - 1,57
CBS 0,83 0,0002 0,00 - infinito
PAI1 0,64 0,80 0,32-2,01
ECAl 0,80 0,88 0,33-2,35
ECA2 0,54 1,32 0,54 - 3,26
ADA 1,00 741135,76 0,00 - infinito

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECAL: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 65. Chance de ocorréncia de morte de acordo com marcadores genéticos
para os individuos com DF (Grupo retrospectivo)

Modelo Dominante

Variaveis independentes p-valor 1C 95%

Género 0,49 0,68 0,23 -2,02

Idade <0,0001 1,06 1,03-1,10
Gendtipo da DF 0,67 8150,43 0,00 - infinito

Haplétipo 0,36 0,65 0,27 -1,63

CBS 0,12 0,36 0,10-1,31

PAI1 0,21 2,71 0,56 - 13,22

ECA1l 0,97 1,01 0,34 - 3,07

ECA2 0,83 1,2 0,36 - 3,53

ADA 0,45 0,45 0,06 - 3,65

OR: odds ratio; 1C 95%: intervalo de confianca de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase;
ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de
Angiotensina 2; ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do

Plasminogénio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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O foco principal do presente trabalho foi verificar a influéncia de marcadores
genéticos no perfil fenotipico de gravidade clinica nos individuos com DF, e como essa
modulagéo se apresenta e evolui de acordo com as fases de desenvolvimento. Os marcadores
genéticos avaliados neste estudo foram selecionados por estarem envolvidos diretamente ou
indiretamente em vias metabdlicas importantes que controlam a vasoatividade, como a ECA1
e ECA2 presentes no SRAA que regula a pressdo sanguinea por acdes vasodilatadoras e
vasoconstritoras; a CBS com ac¢do no metabolismo da homocisteina e o PAI1 com acdo na
fibrindlise, sendo que ambos modulam a coagulagdo; e a ADA que age no metabolismo das
purinas, e apresenta importante papel como vasodilatadora e no sistema imune. A acdo destes
polimorfismos genéticos juntamente com os geno6tipos da DF e os haplotipos da globina beta-
S podem modular a vasoatividade dos individuos com DF.

Mesmo ndo obtendo resultados significativos para os marcadores avaliados, este
trabalho tem importéncia para a rede publica de salde, por apresentar dados epidemiologicos
dos individuos com DF em quatro periodos da vida e contribui também para o entendimento
da complexidade genética envolvida nessa doenca. A discussdo abaixo serd apresentada em
topicos, cada um referente aos objetivos especificos.

5.1. Marcadores genéticos avaliados

O estudo foi composto por quatro subgrupos amostrais organizados de acordo com a
idade sendo: de 0 a 4 anos (Criancas 1), de 5 a 10 anos (Criangas Il), de 11 a 19 anos
(Adolescentes) e acima de 20 anos (Adultos). Para todos os subgrupos amostrais foi
verificado que o gendtipo mais frequente da DF foi o SS seguido do SC. Interessantemente no
subgrupo Criangas |, o genotipo SC foi mais frequente que nos outros subgrupos amostrais,
com diferenca estatistica entre os individuos que compunham o subgrupo Adolescentes.
Provavelmente, a clinica branda que a Hb C proporciona nesses individuos acarreta na ndo-
necessidade de tratamento e acompanhamento clinico quando atingem a adolescencia. Estudo
mostra que os individuos com o gendtipo SC apresentam as complicacGes da doenca em
época mais tardia do que os individuos com o genétipo SS (NAGEL; FABRY; STEINBERG,

2003). Portanto, quando adultos, esses individuos sem tratamento, sofrem as consequéncias da
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doenca, e buscam novamente os cuidados médicos, como € observado no aumento da
frequéncia do gendtipo SC no subgrupo Adultos.

Na avaliacdo da frequéncia dos haplotipos da globina beta-S para os individuos com
AF, foi verificado que a combinacdo mais frequente foi a Bantu/Bantu seguida do
Bantu/Benin para os quatro subgrupos amostrais. A elevada frequéncia do haplétipo Bantu na
populagéo de estudo, retrata a migragcdo dos povos africanos durante a formacéo da populacéo
brasileira, principalmente no estado do Rio de Janeiro. Essa heranca reforca a etnia da maioria
dos africanos que vieram para o Brasil, originarios da Africa Oriental e Centro-Sul (SILVA;
GONCALVES; RABENHORST, 2009; ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992). Dependendo
da regido do Brasil, essa frequéncia haplotipica varia. Na regido Nordeste, o hapl6tipo Benin
ultrapassa a frequéncia do hapldtipo Bantu, segundo estudos realizados em populacdes de
Salvador (BA) (ADORNO et al., 2004, 2008) e Fortaleza (CE) (GALIZA NETO et al., 2005).
No presente trabalho foi observado a frequéncia de outros haplétipos tipicos como Senegal,
Saudi e Camar@es, porém com menor frequéncia, e os haplotipos atipicos foram o terceiro
haplo6tipo mais frequente com 6.1%.

A origem dos hapl6tipos atipicos ocorre por varios mecanismos genéticos envolvendo
hapldtipos beta-S comuns como Bantu e Benin (ZAGO et al., 2000). Além disso, estudos
mostram que o cluster da beta-S globina compreende uma regido “hot spot” localizada desde
a regido promotora do gene HBBP, até o final do gene HBB e essa regido é caracterizada por
ocorréncia de mutacdes até 100 vezes superior ao normal (CHAKRAVARTI et al., 1984;
HANCHARD et al., 2007), o que contribuiria para a formacdo de haplétipos atipicos da
globina beta-S. Segundo Zago e colaboradores (2000), cerca de 5% a 10% dos cromossomos
com a mutacéo para a globina beta-S possuem um haplétipo p° atipico.

Quanto aos polimorfismos ligados & vasoatividade, ndo foi observada diferenga nas
frequéncias genotipicas e alélicas entre 0s subgrupos amostrais. A frequéncia encontrada para
o polimorfismo 844ins68 da CBS foi semelhante aos relatados de outros pesquisadores
brasileiros. Em 2010, Jacob e colaboradores avaliaram o polimorfismo da CBS (844ins68) e
do gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR - C677) em individuos com DF do estado
de Goias e encontraram a maior frequéncia do gendtipo selvagem (Ins-/Ins-) da CBS, seguido
do heterozigoto (Ins-/Ins+) e 0 menos frequente 0 homozigoto mutante (Ins+/Ins+) (JACOB,;
BASTOS; BONINI-DOMINGOS, 2011). Frequéncia semelhante foi observada em mulheres
com histéria de aborto, em Salvador (BA) (BOAS et al., 2015) e em uma populagdo de
Vitoria (ES) de pacientes com cancer oral (BARBOSA et al., 2016). Também no México a
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frequéncia foi semelhante entre as pessoas com céncer de mama e 0 grupo controle
(GALLEGOS-ARREOLA et al., 2014).

Para o polimorfismo do PAI1l (-675pb 4G/5G) geralmente o genotipo 4G/5G esta
presente em aproximadamente 50.0% das populacdes estudadas e o 5G/5G em 25.0%
(LIGUORI et al., 2014) como foi observado em criangas com OMA e um grupo controle da
Holanda (EMONTS et al., 2007), e em pessoas com infarto do miocéardio da Espanha
(MARTINEZ-QUINTANA et al., 2014). No presente trabalho, o relatado acima néo foi
verificado para os subgrupos Criancas Il, Adolescentes e Adultos, e sim a elevada frequéncia
do genodtipo 5G/5G. A provavel explicacdo estaria na relacdo do alelo 5G, principalmente em
homozigose, com os niveis diminuidos de PAI-1 circulante. Menores niveis de PAI-1
proporcionam aumento na acdo do sistema fibrinolitico devido a ativacdo do plaminogénio,
formacdo da plasmina e degradacdo do coadgulo de fibrina (LIMA et al., 2011;
SILVERTHORN, 2010). Um sistema fibrinolitico ativado e eficiente para as pessoas com DF,
pode contribuir para a melhora das patologias, principalmente as relacionadas com reparo
tecidual. Com isso, pode-se inferir que a frequéncia elevada do genétipo 5G/5G ocorreu
devido a uma selecdo positiva nos individuos com DF, por ser observado principalmente
naqueles com idade acima de cinco anos.

Para o polimorfismo ECALl (I/D 287pb) a frequéncia do presente trabalho foi
semelhante ao encontrado na populacdo Sudanense com AF e sem AF (MAHJOUB et al.,
2016) e na Espanha em pessoas com infarto do miocardio (MARTINEZ-QUINTANA et al.,
2014) em gue o genotipo mais frequente foi o ID, seguido do DD e o menos frequente o Il. O
presente resultado diferiu da populacdo chinesa em que o genétipo mais frequente foi o
heterozigoto, porém, o intermediario foi o selvagem (1) e 0 menos frequente 0 homozigoto
mutante (DD) em pessoas com doenca renal e no grupo controle (YANG et al., 2015). A
elevada frequéncia do alelo | na Asia e do alelo D na Africa, Europa e América, pode ser
explicada devido a evolucdo do alelo D e sua disseminacdo para 0 mundo a partir do
continente Africano. A presenca do alelo D proporciona ao individuo propenséo a reter sais e
agua, consequentemente aumentando a pressdo sanguinea. Antes da expansao “out-of-Africa”
os individuos com alelo D apresentavam vantagens na adaptacdo por habitarem um ambiente
quente e seco. Depois do “out-of-Africa”, algumas regides do mundo apresentavam climas
frios e Umidos, e a caracteristica de reter sais e 4gua ja ndo era mais vantajosa. Assim, o alelo
D passou a ser deletério por estar relacionado com a hipertensdo e outras doencas
cardiovasculares (LI et al., 2011). Portanto, o alelo D é mais frequente em paises com clima

quente e seco, do que em paises frios e umidos. O presente resultado corrobora essa hipotese.
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Quanto ao polimorfismo A1075G da ECA2 a avaliacdo da frequéncia ocorreu
separado por género, devido a este gene estar localizado no cromossomo X. Mesmo assim,
independente do género, este polimorfismo apresentou variagdo quanto a sua frequéncia, e em
todos os subgrupos amostrais, o genotipo AA ou o alelo A apresentaram menor frequéncia.
Essas divergem das encontradas em chineses com alta pressdo arterial (ZHONG et al., 2006) e
com doencgas renais (YANG et al.,, 2015), os quais apresentam elevada frequéncia dos
gendtipo AA e AG, sendo o alelo A o mais frequente. A populacdo de estudo apresenta
frequéncia semelhante a encontrada por Palmer e colaboradores 2008 em pessoas com
sindrome coronariana de origem europeia (PALMER et al., 2008). Um achado interessante
nos individuos masculinos dos subgrupos Criangas |, Adolescentes e Adultos, foi que um
individuo de cada subgrupo apresentou a heterozigose para o polimorfismo A1075G. Néo foi
possivel informar se eles apresentam a Sindrome de Klinefelter.

Para o polimorfismo G22A no gene ADA, as frequéncias relatadas foram muito
semelhantes as encontradas na populacdo de Sdo José do Rio Preto com espondilite
anquilosante (CAMARGO et al., 2012) e em uma populacdo do Ird com ovario policistico
(SALEHABADI et al., 2016). O gendtipo menos frequente foi 0 homozigoto mutante (AA), e
no estudo de Camargo e colaboradores 2012, este nem foi encontrado. Individuos com alelo A
apresentam baixa expressdo de ADA em relacdo aos individuos com alelo G. Niveis
diminuidos de ADA estédo relacionados com a Sindrome da Imunodeficiéncia Combinada, e
devido a isso, provavelmente os individuos homozigotos para o alelo A sdo mais propensos a
infeccdes (DA CUNHA, 1991; LAWRENCE EDWARDS, 1985) e, provavelmente durante a
evolucdo humana, este gen6tipo pode ter sido marcado como deletério.

Devido as frequéncias genotipicas e alélicas dos marcadores genéticos avaliados néo
diferirem entre os subgrupos amostrais do presente trabalho, pode-se sugerir uma agéo

semelhante destes nas quatro fases de desenvolvimento dos individuos com DF.

5.2. Perfil fenotipico e gravidade clinica nas pessoas com DF

As manifestagdes clinicas nos individuos com DF sdo ocasionadas por eventos vaso-
oclusivos e hemoliticos que causam danos a varios 6rgaos, e muitas vezes esses danos sdo
irreversiveis (BENDER; SEIBEL, 2014). As primeiras ocorréncias iniciam por volta dos trés
meses de idade, e perduram por toda a vida (FERNANDES; AVENDANHA; VIANA, 2016).

No presente estudo foi possivel verificar que as principais manifestacfes que

ocorreram nas criangas que compunham o subgrupo Criangas | foram relacionadas com
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infeccbes, como PNM e IVAS; crises de dor, incluindo a dactilite; e o SE. Essas
manifestaces resultaram em internagdes e necessidades transfusional em mais de 50% das
criancas, sendo que aproximadamente 70% eram de individuos com AF (Hb SS). As criancas
que ndo apresentavam melhora com a transfusdo sanguinea e sempre procuravam a
emergéncia, tiveram outros tipos de intervencgdes no tratamento como o uso de HU, regime de
hipertransfuséo e, nos casos de SE, a esplenectomia. A transfusdo sanguinea e o uso de HU
sdo os dois tratamentos para a DF, e o transplante da medula dssea € a Unica chance de cura
(SHETH; LICURSI; BHATIA, 2013). Porém, o regime de transfusdo sanguinea a longo
prazo, pode trazer complicacbes como a sobrecarga de ferro (PORTER; GARBOWSKI,
2013). Mesmo apds 20 anos de uso da HU como tratamento para a DF, seu uso ainda é
restrito, principalmente nas criangas. Um estudo de 2013 com pacientes pediatricos do
HEMORIO mostrou a eficacia do tratamento com a HU em criancas, principalmente na
diminuicdo do risco de Obito e, com estes resultados, os autores tentam encorajar oS
hematologistas a prescreverem a HU para criangas com menos de trés anos de idade, ou
mesmo, para aqueles sujeitos que ndo apresentam complicacdes graves da DF (LOBO et al.,
2013). Prevenir a ocorréncia de manifestacfes clinicas graves pode ser a melhor maneira de
aumentar a sobrevida das pessoas com DF.

A partir dos dados hematolégicos e clinicos coletados nos individuos do subgrupo
Criancas I, foi possivel classifica-los quanto ao perfil de gravidade clinica em leve, moderado
e grave. O método de classificacdo descrito por Van Den Tweel et al. (2010), ndo foi validado
para a populacdo de estudo por ndo apresentar uma semelhanca robusta com a classificacéo
realizada pelo hematologista do HEMORIO. No inicio do delineamento do presente estudo
(2013), o indice de gravidade de Van Den Tweel et al. (2010) apresentava requisitos
importantes por considerar, além dos dados clinicos, também dados laboratoriais, € por ser
uma classificacdo relativamente recente. Os proprios autores concluem o trabalho sugerindo
que, para a validacdo do indice, € necessario utilizd-lo em um estudo de coorte prospectivo de
pacientes diagnosticados com DF na triagem neonatal. Porém, apds a finalizacdo da
classificacdo e a comparacdo com a classificacdo do hematologista responsavel, o indice ndo
refletiu a realidade das criangas do subgrupo Criancas | no Brasil. Os vieses que podem ter
interferido nessa incongruéncia seria a criacao do indice de Van Den Tweell et al. (2010) em
uma populacéo pediatrica, que eles consideraram sendo de 0 a 18 anos de idade na Holanda,
um pais Europeu, com caracteristicas diferentes no Brasil. Outros interferentes foram que o
indice de Van Den Tweell et al. (2010) ndo considera a ocorréncia de PNM e dactilite, as

quais estiveram presentes em 63,6% e 18,2% das criancas avaliadas, respectivamente.
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Também ndo avaliam o resultado do DTC. J& a ocorréncia de SE para eles foi considerada
como grave, sendo que, o SE apresenta eventos menores, como crescimento do bago sem a
reducdo drastica da Hb, ndo sendo considerada como grave (MEIER; MILLER, 2012).
Devido a esses fatores, foi utilizada para a caracterizagdo da gravidade clinica das criancas do
subgrupo Criancas 1, a classificagdo apresentada pelo hematologista. A gravidade clinica leve
foi a mais frequente nesse subgrupo amostral seguida da moderada e grave.

Trés criangas vieram a Obito durante o estudo prospectivo, sendo uma por
broncoaspiracdo, uma por PNM e inflamacdo e uma por causa desconhecida. As infec¢bes
em criancas com DF s@o as principais causas de morte no estado de Minas Gerais
(FERNANDES; AVENDANHA; VIANA, 2016; SABARENSE et al., 2015), e no Rio de
Janeiro, a principal causa de morte até os cinco anos de idade é por STA (LOBO et al., 2014).
A ocorréncia de 6bito nesse grupo foi de 5% e de sobrevida 95%. Um estudo com uma coorte
de recém-nascidos de Dallas, estimou que 95% das criancas com AF sobrevivem até a
primeira década de vida (QUINN; ROGERS; BUCHANAN, 2004). No clinical trials de 2010
(QUINN et al., 2010) os autores acompanharam a mesma coorte de 2004 e verificaram a
incidéncia de morte de 5.2%, sendo a causa mais comum a STA. Além disso, afirmaram que o
risco de morte aumenta quando ocorre a mudanga no tratamento pediatrico para o adulto.

No estudo retrospectivo foi possivel observar que a ocorréncia de STA comega a
aumentar no subgrupo Criangas Il, quando apresentam idade de cinco anos e, continua
frequente, até a idade adulta. A ocorréncia de AVE foi maior nos individuos com AF do
subgrupo Adolescentes do que em Adultos, e os Adultos com AF apresentaram mais
osteonecrose do que Adolescentes. J& os Adultos com o gendtipo SC apresentaram mais
retinopatia do que os Adolescentes. As complica¢fes pulmonares sdo muito comuns na DF
(MILLER; GLADWIN, 2012), provavelmente, por haver varias etiologias para a STA como
infeccOes pulmonares, crises vaso-oclusivas, causando inflamagéo vascular e obstrucdo por
células falcizadas, e trombos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER, 2012; MILLER;
GLADWIN, 2012).

A DF é caracterizada por manifesta¢fes clinicas que causam danos cumulativos aos
6rgdos. Assim, com o aumento da idade, as complicacfes clinicas se acumulam, e cada vez
mais graves, como pode ser observado pelas ocorréncias de AVE e osteonecrose nos
individuos do subgrupo Adulto. E estimado que aproximadamente 50% dos individuos com
DF apresentam alguma manifestacdo neurolégica até os 14 anos de idade, sendo mais
frequente em criangas e idosos (BERNAUDIN et al., 2011). Tanto o AVE quanto a

osteonecrose sdo complicacdes da DF que prejudicam muito a sobrevida dos individuos. O
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AVE pode danificar o sistema neuroldgico, como a fala e 0s movimentos, como o andar. A
osteonecrose causa uma dor cronica, que ocorre principalmente na cabeca do fémur, e
também prejudica o caminhar (PACE, 2007; STEINBERG, 2008). Ja a retinopatia é mais
comum nos individuos com genotipo SC, pois a Hb C em combinac¢do com a Hb S causa
aumento na viscosidade sanguinea agravando os efeitos oclusivos. Além disso, a retina,
especialmente a porcdo temporal, é altamente suscetivel aos efeitos intravasculares dos
eritrocitos falcizados por apresentar uma variacdo do diametro vascular, predispondo a
oclusdo. Pode ocorrer o bloqueio permanente das veias ou a sua recanalizacdo, gerando ou
ndo uma hemorragia. O tampéo de eritrocitos pode deixar o local em até 12 horas, mas a
reconstrucdo vascular leva meses ou anos para ocorrer (BALLAS et al., 2010; BONANOMI,
LAVEZZO, 2013).

A classificacdo da gravidade clinica do grupo retrospectivo ocorreu por meio da
calculadora online “Sickle Cell Disease Severity Calculator” descrito por Sebastiani et al.,
2007. Essa calculadora foi validada por nosso grupo de estudo em 2015 em pessoas com DF
do HEMORIO (BELINI JUNIOR et al., 2015). De acordo com a classificacdo, foi verificado
que a clinica leve foi observada em maior frequéncia no subgrupo Criancas 1l. Ja as clinicas
moderada e grave foram mais frequentes no subgrupo Adultos. A clinica grave nos adultos
com DF ja era esperada, pois esses individuos quando chegam a idade adulta apresentam
manifestacdes clinicas que aumentam a sua comorbidade (PACE, 2007). Em 1960, a DF foi
considerada uma doenca que requer principalmete cuidados pediatricos, pois poucas crian¢as
sobreviviam até a idade adulta. Como resultado disso, os cuidados e tratamentos com 0s
adultos ndo tem evoluido muito e devido a comorbidades que a doenca proporciona ao
individuo, faz-se necessario um acompanhamento com psicologo e assistente social (PACE,
2007).

Mesmo com as complicagdes que as DF causam, a sobrevida dos pacientes aumentou,
sendo em média de 55 a 60 anos de idade (WIERENGA; HAMBLETON; LEWIS, 2001). No
presente estudo, seis individuos apresentaram idade igual ou superior a 60 anos. Devido ao
namero amostral reduzido, ndo foi possivel confirmar se os marcadores genéticos podem ter
influenciado a sobrevida elevada, mas foi observado uma maior frequéncia do alelo | para a
ECAL, do alelo Ins- para CBS e do alelo G para ADA nesses individuos, e a presenca desses
alelos estéo relacionados com uma melhora na vasoatividade.

Quanto ao 6bito nao foi observado nenhum caso no subgrupo Criangas Il. A taxa de
Obito no subgrupo Adolescentes foi de 3.9% sendo a maioria por septicemia (60%), e no

subgrupo Adultos a taxa de ocorréncia de obito foi de 8.5% com STA sendo a causa maior
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(44.4%). De acordo com a anélise de sobrevida, ap6s os 60 anos de idade a taxa cai para
aproximadamente 40.0%. Desde a descoberta da DF em 1910 (HERRICK, 2001), a
expectativa de vida desses paciente vem aumentando. Na década de 80, com o inicio da
penicilina profilatica, a expectativa de vida era de aproximadamente 25 anos de idade. Na
década de 90 a HU foi aprovada para o uso no tratamento da DF e a expectativa de vida
passou a ser de 35 anos. No final da década de 90, a terapia com transfusdo sanguinea foi
utilizada na prevencdo de AVE, e a média de idade aumentou para 45 anos. No século 21, o
transplante de células tronco foi um sucesso para a cura do individuo, e também iniciou os
estudos com a terapia génica (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017). Adultos com DF com
sete décadas de vida foram relatados em 1995 (STEINBERG et al., 1995). Devido a varias
intervencdes como diagnostico precoce, educacdo dos pacientes e terapia moderna
(MCKERRELL; COHEN; BILLETT, 2004), muios individuos com DF estdo chegando a
idade adulta e passando a ser idosos. Mesmo assim, faz-se necessario estudos nesses
individuos para melhorar a gestdo e encontrar terapias mais eficazes para esses pacientes
(THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017).

5.3. Influéncia dos marcadores genéticos no perfil fenotipico de gravidade clinica

A preseca da Hb S em homozigose aumenta a formacdo de polimeros dentro dos
eritrocitos, os quais sdo deformados causaando a vaso-oclusdo e hemolise, e esses eventos
agravam a clinica dos individuos com AF (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010;
STEINBERG, 2008). No presente estudo foi verificado que o genétipo SS contribuiu para a
ocorréncia das clinicas moderada e grave tanto para 0 grupo prospectivo, quanto para 0 grupo
retrospectivo.

Devido a isso foram avaliados somente os individuos com AF, com o intuito de
verificar a interferéncia dos marcadores genéticos na gravidade clinica. Para o grupo
retrospectivo, os marcadores genéticos ndo apresentaram relacdo com a gravidade clinica.
Porém, para o grupo prospectivo foi observado que o genétipo GG da ECA2 apresentou efeito
protetor para a ocorréncia de clinica moderada e grave. Até o presente momento, nenhum
estudo relacionou o polimorfismo A1075G da ECA2 com as manifestacfes clinicas de
individuos com DF. Poucos sdo os trabalhos que investigaram esse polimorfismo, e 0s
resultados séo controversos. Na populacdo chinesa, o genétipo GG apresentou relacdo com a
hipertensdo em mulheres com sindrome metabdlica (ZHONG et al., 2006) e em homens no

estagio 2 de hipertensdo (NIU et al., 2007). J& na populagéo européia, o alelo A apresentou
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associacao com a mortalidade em pessoas com sindrome coronariana aguda (PALMER et al.,
2008).

A interacdo entre os marcadores genéticos foi avaliada nos individuos do grupo
retrospectivo e ndo foi verificada a influéncia dos polimorfismos, quando em conjunto, na
gravidade clinica desses individuos. Estudos genéticos e de associacdo de genoma tem
explicado a pequena fracdo dessa variabilidade fenotipica encontrada entre os individuos com
DF (SEBASTIANI et al., 2010; SERJEANT, 2013; STEINBERG, 2005). Talvez isso se deva
a outros fatores que podem modular a caracteristica fenotipica da doenca, como os ambientais
(PIEL et al., 2016). Piel et al, (2006) avaliaram por cinco anos pessoas com DF (gen6tipos SS
e SC) que eram admitidos nos hospitais de Londres e Paris, e fizeram relacdo com varidveis
climaticas. Preceberam que a precipitacdo, velocidade do vento e pressdo atmosférica sao os
principais fatores ambientais que influenciam na admissdo hospitalar. Como o Brasil é um
pais tropical, caracterizado pela maior parte do ano sendo seco e quente, as pessoas com DF
precisam tomar alguns cuidados, principalmente com a desidratacao.

Quanto ao 6bito nesses individuos, também ndo foi verificada a interferéncia dos
marcadores genéticos, nem mesmo do gendtipo SS. O resultado da influéncia dos marcadores
genéticos na gravidade clinica das pessoas com DF mostrou que esses individuos apresentam
semelhanca na presenca desses polimorfismos genéticos nas fases de desenvolvimento, como
verificado na comparacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas. Provavelmente,
relacionar esses polimorfismos genéticos com algumas manifestacdes clinicas da DF podem
gerar resultados interessantes. Embora esse ndo tenha sido o foco do presente estudo, essas
avaliacOes serdo realizadas para a redacdo de artigos futuros.

Podemos concluir que o perfil fenotipico de gravidade da DF € muito complexo por
apresentar envolvimento de muitos fatores genéticos e ambientais. Entretanto, estudos que
buscam entender essa complexidade em diversas fases da vida, podem ser Uteis para prevenir

eventos graves que ocorrem de acordo com o desenvolvimento do individuo.
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6. Conclusao

Este foi o primeiro trabalho que relacionou os marcadores genéticos com a gravidade
clinica da DF, e as conclusdes sdo as seguites:

1. O genotipo SS € o mais frequente em todos os subgrupos amostrais, porém o genotipo SC é
mais frequente em criancas de até quatro anos de idade do que nos adolescentes (11 a 19
anos), em ambiente hospitalar, refletindo a baixa adesdo ao tratamento da DF entre o0s
adolescentes. O haplétipo mais frequente é o Bantu/Bantu seguido do Bantu/Benin, além de
haplotipos Atipicos. Os polimorfismos genéticos avaliados - ADA (G22A), ECAL (I/D
287pb), ECA2 (A1075G), CBS (844ins68) e PAI1 (-675pb 4G/5G) - nédo diferem nas
frequéncias genotipicas e alélicas entre os subgrupos amostrais.

2. O perfil fenotipico leve é mais frequente nas criancas de 0 a 10 anos de idade, e o

moderado e grave é mais frequente nos individuos acima de 20 anos de idade.

3. A ocorréncia de clinica moderada e grave é mais comum em individuos com genotipo SS,
de todas as idades, em relacdo aos demais genétipos da DF. O genotipo GG para o
polimorfismo A1075G da ECA2 tem um efeito protetor no perfil clinico de criancas com AF
até quatro anos de idade. Os hapl6tipos da globina beta-S e os polimorfismos genéticos
avaliados - ADA (G22A), ECAL (I/D 287pb), CBS (844ins68) e PAI1 (-675pb 4G/5G) - ndo

interferem no perfil de gravidade clinica dos individuos com DF.

Concluimos que o fenotipo clinico da DF apresenta-se com gravidade variavel nas
diferentes fases de vida dos individuos, e que essa gravidade ¢ influenciada, principalmente,
pela idade, adesdo ao tratamento e gendtipo para a doenca. Encontramos interagdo génica
entre 0 gendtipo SS e o polimorfismo A1075G da ECA2 como moduladores clinicos em
criangas com AF. No entanto, muitos outros fatores genéticos e ambientais, ndo abordados
nesse trabalho, podem estar envolvidos na complexidade da doenca e modulagéo diferencial
dos fenotipos. Dessa forma, estudos a cerca da complexidade da DF ao longo da vida dos
portadores podem ser Uteis para prevenir eventos graves ja previstos para cada faixa etaria.
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Abstract

Beta-S globin haplotypes (B° haplotypes) characterization in sickle cell anemia
(SCA) patients is important because it assists an individualized treatment. However, the
atypical haplotypes do not present detailed studies such as clinical and laboratories data.
To understand the phenotypic expression of atypical haplotype patients in relation to
typical haplotype ones, assessing the main clinical and laboratorial parameters and
investigating transcription factors as possible genetic modulators, can contribute to the
improvement of the SCA patients clinical. The study group was composed by 600 SCA
Brazilian patients, regardless gender and age range between one and 68 years. The
atypical haplotypes were the third most frequent (5.7%) with 11 pattern numerically
ranked according to occurrence. We verified that the patients with Atypical 1 haplotype
in combination to Bantu haplotype presented milder clinical outcome in relation to
Bantu/Bantu and Benin/Benin patients, according to improved values of hemoglobin
and hematocrit. In clinical severity, we did not observe significant difference between
typical and atypical haplotypes and this result can be explained due the action of
transcription factors in beta-globin cluster. Thus, we presented tha atypical haplotypes
relationship with SCA pathophysiology reinforcing the hypothesis that individual

genetic factors may be responsible for phenotypic diversity of the disease.

Key-words: beta-S haplotypes, sickle cell anemia, Bantu, Benin, transcription factors.

INTRODUTION

Sickle cell disease (SCD) is the most common genetic complication in the world

and it is characterized by hemoglobin S (Hb S) presence [1]. The genetic alteration for

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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Hb S is resulted from a point mutation in the beta-globin gene, changing adenine to
thymine at the 20° nucleic acid position (HBB:c.20A>T - rs334), and causing the
substitution of glutamic acid to valine in the protein [2]. Sickle cell anemia (SCA) is the
homozygous inheritance of Hb S and confers the most severe disease phenotype to
patients [3].

The Hb S mutation probably emerged in the African continent, where the
malaria was the main modulator. According to historical and genetic characteristics,
researchers began to track polymorphic sites in order to study the anthropology of Hb S
in Africa [4] and its origin and dissemination at other world regions [5]. The
preliminary investigations contributed to the discovery of many polymorphic sites along
the beta-globin cluster [6] named beta-S globin haplotypes (B° haplotypes). Therefore,
the B°-haplotypes are a set of mutations in the beta-globin cluster recognized by specific
restriction enzymes, which are inherited together due to the proximity [7].

Currently, there are five typicals B°-haplotypes described and these are
designated according to the geographical area where they are most commonly found,
being: Benin associated with Midwestern Africa, Senegal with Atlantic West Africa,
Bantu with South-Central and Eastern Africa [6], the Arab-Indian (Saudi) associated
with Indian subcontinent and Eastern Arabian Peninsula [8] and the Cameroon along the
west coast of Africa [9]. During the B*-haplotypes investigations, researchers have
found unusual haplotypes in relation to the patters decribed, and they were named as
atypical haplotypes [6, 10, 11]. The different haplotype patterns are generated by
several genetic mechanisms involving B°-chromosomes with typical haplotypes, such as

point mutation and recombination or gene conversion [6, 10, 11].

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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Besides the importance of studies about population genetics, anthropology,
origin and evolution of HbS mutation, the additional investigation about the BS-
haplotypes may be helpful to explain the great clinical diversity observed in SCA
patients, directing for a suitable individual treatment [12, 13]. According to Nagel
(1984), the first three haplotypes identified (Bantu, Benin and Senegal) confer three
different clinical phenotypes in SCA patients. The explanation for this clinical diversity
according to haplotypes presence is due to a differential genetic modulation at beta-
globin genes, especially in gama-genes (HBG2 e HBGI), because they are associated
with Hb F levels [10, 13, 14]. In this context, SCA patients with Senegal haplotype
present lifelong milder clinical development, while the SCA patients with Benin
haplotype present intermediated clinical, and the Bantu haplotype presents severe
clinical [15, 16]. The haplotypes performance as clinical modulators in SCA patients
may occur due to the action of transcription factors that regulate gene expression in the
beta-globin cluster.

In the present study, we characterized the atypical haplotypes found in our SCA
population. Furthermore, we compared the Hb F levels, the main hematologic and
hemolytic markers and the clinical severe score among the SCA patients with at least
one atypical haplotype in relation to the reference groups: Bantu/Bantu and
Benin/Benin. Finally, we used in silico analyses to evaluate six polymorphic sites that
characterize the BS-haplotype to verify the possible transcription factors that can

interfere in beta-globin cluster modulation.

MATERIAL and METHODS

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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Patients

The study group was selected from 1348 SCD patients regularly treated at the
Hematology Institute “Arthur Siqueira Cavalcante” - HEMORIO. After the genotyping
of hemoglobin profile and Bs-haplotypes, we included in the study patients with SCA
(Hb SS) without any degree of kinship, and whose haplotype identification was
conclusive. Therefore, the study group was composed by 600 SCA patients, being 338
female and 262 male, with age varying from one to 68 years old (median equivalent to
22 years old). All subjects consented to participate of this study which was approved by
the Supervision and Data Security Board of the institution in accordance with the

Brazilian Norms and Research Ethics Committee.

Blood samples

Peripheral blood samples were collected by venipuncture in two tubes with 4 mL
each containing 5% ethylenediaminetetraacetic acid. One tube was used to measure
hematological and hemolytic index. The other tube was used to characterize hemoglobin

profile and pS-haplotypes.

Sickle cell disease genotyping and beta-S haplotypes characterization

Genomic DNA was extracted from leukocytes to molecular analysis [17]. The
Hb S mutation (HBB:c.20A>T - rs334) was confirmed by polymerase chain reaction
fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP) and the amplified fragment was cleaved
using Ddel (C|{TNAG) restriction enzyme (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA)[18]. The characterization of B°-haplotypes was performed by PCR-RFLP with the

following polymorphic sites being analyzed: 5S’HBG2 (Xmnl) HBG2 (Hindlll); HBG1

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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(Hindll); HBBP (Hincll); 3 ' HBBP (Hincll) and 5 ' HBB (Hinfl) as previously

described [19].

Hb F levels, hematologic and hemolytic index

Quantification of Hb F levels was obtained by high performance liquid
chromatography using automated equipment (Ultra’, Trinity Biotech HPLC, Bray, Co
Wicklow, Ireland). Hematologic markers were estimated by flow cytometry and
spectrophotometry methods (Cell-Dyn Ruby, Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA).
The parameters measured were: red blood cells count (RBC, M/uL), Hb levels (g/dL),
hematocrit (Ht, %), mean corpuscular volume (MCV, fL) and relative reticulocyte (Ret.
Rel.,, %). Serum total bilirubin levels (TB, mg/dL) were estimated by 2.4-
dichlorophenyl diazonium method and lactate dehydrogenase (LDH, U/L) and aspartate
aminotransferase (AST, U/L) by UV enzymatic methods (AU680 Chemistry System,
Beckman Coulter Inc., Jersey, NJ,USA). The Rel. Ret. was used along with LDH, AST

and TB to infer hemolysis [20].

Clinical severity classification
We used the online tool “Sickle Cell Disease Severity Calculator”, available in

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects, to classify the SCA patients into

categories according to clinical severity (mild, intermediate and severe). The network
model calculates the death risk within five years and considers this risk as a disease
severity score, ranging from 0 (least severe) to 1 (most severe). The calculator requires
the following variables that are sufficient to compute the score for severity of disease:

age, gender, serum total bilirubin, blood transfusion, reticulocyte count, LDH, MCV,

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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total leukocyte, acute chest syndrome, pain crises, priapism, stroke, avascular necrosis
of bone and genotype of SCD. Scores ranging from 0 to 0.399 were considered mild,

from 0.400 to 0.599 intermediate and 0.600 to 1.0 severe [21]. This tool was

CoO~NOOOPAWN =

11 standardized and validated by our research group for SCD Brazilian patients [22].

15 In silico transcription factor detection

The dataset evaluated in this study comprised the evaluation of approximately
20 200 bp sequence of three region from the human HBB gene (NG_000007.3; one in
22 HBG2- 1D 3048; two in HBBP - ID 3044). The set of vertebrate transcription factors
24 (TFs) with their binding sites was obtained from the non-redundant, curated, and

publically available JASPAR database (http:/jaspar.genereg.net) [23, 24]. The

29 transcription factor binding site (TFBS) analysis was performed in the Xmnl (5’ HBG2),
31 Hincll (HBBP) and Hincll (3° HBBP) sites in order to identify TFs associated with this
33 regions. The evaluation was performed in two different situations: a TFBS search when
35 the sequence possess the ancestral allele (wild type) and a TFBS search in a sequence in
which the polymorphisms were present, in order to identify possible changes to TFBS

40 due to the presence of polymorphism.

44 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistica 8.0 software (StatSoft Inc.,
49 Tulsa, OK, USA) and the graphics were done using GraphPad Prisma version 5.01 for
51 Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). The data were tested for normality
53 by using Normal Probability Plots of Residuals. To perform the statistic test we

55 removed the extreme values of the parameters Ht, LDH, AST, TB and Rel.Ret. that were

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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selected from an analysis of outliers (Box Plot). For comparison analysis between the
predictor variables, we used General Linear Models (GLMs), which provides a
comparison of categorical variables (predictors) and numerical (dependent variables)
corrected for variables that may affect the outcome (covariates). The B*-haplotypes were
selected as predictors, the HC use, age and genders as covariates, and the Hb F levels,
hematological index, hemolytic index and severity score as dependent variables. If
appropriate, we applied the Fisher post hoc test. Wilk’s A test was performed as a
multivariate analysis, that indicates the proportion of generalized variance in the
dependent variables that is accounted for the predictors. Data were expressed as mean +
95% confidence intervals and differences with a P-value<0.05 were considered
significant. The subjects with Xmnl (rs7482144) polymorphism were not included in the

statistical analysis due to the influence in the Hb F levels.

RESULTS

Study group characterization

One thousand and two hundred chromosomes of SCA patients were classified to
Bs-haplotypes. Among the typical haplotypes, the most frequent was Bantu haplotype
(N= 879; 73.2%) followed by Benin haplotype (N= 239; 19.9%). Cameroon haplotype
presented frequency of 0.6% (N=7) and Saudi and Senegal presented the same
frequency of 0.3% (N=4). In the sample subgroup, we found 63 (5.7%) subjects with 11
haplotype patterns different from those previously described in the literature. They were
named of atypicals and classified according to observed frequency in Arabic numerals

from 1 to 11, according to Figure 1.

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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The most common atypical haplotype was Atypical 1 (N=32; 47.8%), followed
by Atypicals 2 (N=8; 12.0%) and 3 (N=7; 10.4%). Atypicals 4, S and 6 presented the

same frequency (N=4; 5.9%); Atypical 7 with 4.6% (N=3); Atypical 8 with 3.0% (N=2)

CoO~NOOOAWN-=

11 and the Atypicals 9, 10 and 11 were verified in just one chromosome each (1.5%). The
13 criteria used to classify atypical haplotypes with same frequecy was based on the
15 amount of polymorphic sites presence (+) for the restriction enzymes. Genotypic
haplotypes profile show that 55.2% SCA patients presented Bantu/Bantu haplotype,
20 24.5% Bantu/Benin and 7.9% with Bantu/Atypicals (Table I).

22 We built a haplotype tree according to presence (+) or absence (-) of restriction
24 enzymes sites that characterized p°-haplotypes in order to understand the derivation of
each atypical haplotype from the typical ones (Figure 2). The Bantu haplotypes might
29 have originated four atypical haplotypes, the Benin three atypical haplotypes, the
31 Cameroon and Senegal two atypical haplotypes and the Saudi just one atypical
33 haplotype. The majority of 11 haplotypes patterns described probably occurred by point
35 mutation in typical and atypical haplotypes. Gene recombination event also may have
originated atypical haplotypes, for example, Atypicals 1 and 5 can be derived from gene
40 recombination between Bantu and Benin haplotypes, the Atypicals 2 and 6 from
42 Cameroon and Benin haplotypes and the Atypicals 3 and 9 from Bantu and Cameroon

44 haplotypes. Senegal, Atypical 8 and 11 were not part of any branching haplotype tree.

49 Evaluation of study parameters
51 We compared the Hb F levels, hematological and hemolytic markers and score
53 of severity among haplotypes groups to verify the haplotypes influence in the studied

55 parameters. The first group evaluated was composed by homozygous patients for Bantu

https://mc.manuscriptcentral.com/jmedgenet
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haplotype and Bantu/Atypicals, being included all the subjects with at least one atypical
haplotype.

We verified that RBC levels in Bantu/Bantu patients were decreased compared
to same parameters in Bantu/Atypicals patients (Figure 3. Al. A2 and A3). The
variation found in hematological parameters was explained by 96.0% haplotypes actions
(Wilk’s 2: 0.96; F: 2.53; p-value: 0.04). Thus, we showed a modulating effect of
atypical haplotypes on hematological parameters.

A second study group was formed among Bantu/Bantu x Bantu/Atypical 1 x
Bantu/Atypicals* haplotypes. We included in Bantu/Atypicals* group all the patients
with atypical haplotypes associated to Bantu haplotypes, except the Atypical 1. Two
criteria were essential for this second group formation: 1. Atypical 1 haplotype is the
most frequent atypical in our study population providing a good sample size for
statistical analysis; and 2. Atypical 1 does not present restriction site for the enzymes
used in the PS-haplotypes classification. We verified that the subjects with
Bantu/Atypical 1 haplotypes showed the best values for RBC, Hb and Ht levels
compared to Bantu haplotypes in homozygous (Figure 3. B1. B2. and B3.).

The comparison in the Benin group occurred between Benin/Benin x
Benin/Atypical 1, because it was not possible to form the Benin/Atypicals* group due
to the small sample size. We did not find statistic difference in the hematological and
hemolytic markers or clinical severity between these two sample groups (Data not
shown).

We compared the five sample groups and verified that the subjects with Bantu
haplotype in combination to Atypical 1 haplotype showed the best Hb and Ht values

compared to Bantu haplotype homozygous (Hb p-value: 0.002; Ht p-value: 0.014; p-
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value by Fisher post-hoc) and Benin haplotype homozygous (Hb p-value: 0.002; Ht p-
value: 0.016; p-value by Fisher post-hoc) (Figure 3. C1. and C2). Table II shows the

mean and confidence interval of the parameters evaluated in five groups formed.

Polymorphic sites that characterize beta-S globin haplotypes and transcription
factors involved

We evaluated six restriction sites used to classify the p°- haplotypes in order to
better understand the results obtained (Table III). According to beta-globin cluster
sequence available on NCBI database, the combination formed (- + + - - +)
characterized the wild pattern haplotype. From the changes of nitrogenous bases, we
know that in Xmmnl site occurs the exchange C—T in the promoter region in the HBG2
(-158pb position C—T; rs7482144); to the Hincll site, occurs the exchange G—A in
1140pb position and the exchange T—A in 2325pb position in the HBBP gene.
Regarding the analysis of these three changes, it was possible to report four
transcription factors motifs that may influence the SCA phenotype: (1) transcription
factor CP2 (TFCP2) in mutated sequence 5’HBG?2 region, (2) the MYB proto-oncogene
(Myb) in mutated and wild sequence in HBBP region, (3) the GATA binding protein 1
and 2 factors (GATA1 and GATA2) to wild sequence in 3’ HBBP region, and (4) the
GATA2 mutated sequence in 3’HBBP region. In the other three restriction sites that
compose the BS- haplotypes, it were not possible to identify the genetic changes to the

Hindlll and Hinfl enzymes sites.

DISCUSSION
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The point mutation responsible for SCA is not enough to explain the wide
phenotypic variability found among individuals affected by the disease. Studies
involving BS- haplotype, such as the analysis of genetic modulators in SCA clinical
severity, can be an useful tool to infer a severity profile, providing a more appropriate
and effective treatment [13]. The five B°- haplotypes with typical patterns are well
characterized in literature, however, the patterns that are beyond the traditional, called
atypical haplotype, require further study. To our knowledge, this is the first research that
suggests a classification for atypical haplotypes and checks possible modulation effects
on Hb F levels, hematological and hemolytic parameters and clinical severity in SCA
patients.

Atypical haplotypes in our study population were the third more frequent after
the Bantu and Benin haplotypes, with 5.7% and this frequency is expected because the
atypical haplotypes are associated with 5 to 10% of the whole Bs-chromosome [11]. We
described 11 different patterns according to the presence or absence of six restriction
sites. Other studies also related a diversity of atypical haplotype patterns being 11
patterns observed in Central African Republic [10] and 14 patterns observed in SCA
Brazilian patients [11]. The description of several atypical haplotypes show the
miscegenation of the study population as well as the high mutation rate in cluster-beta
globin region. Studies showed that 3” cluster-beta region, where HBBP, HBD and HBB
genes are located, is called “hot spot” region because it is characterized by mutations
100 times higher than normal [25, 26].

The atypical haplotypes origin occurs by several genetics mechanisms involving
the most common BS- haplotypes like Bantu and Benin. These mechanisms are: point

mutations in typical haplotypes; simple and double recombination between a [°-
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chromosome either with a common PB*-haplotype or with a less common haplotype
associated with a B*-chromosome present in given populations and, less frequent, gene
conversion [7, 10, 11]. In a total of 63 chromosomes with atypical haplotypes, 47.8%
were named Atypical 1 for being the most frequent. The Atypical 1 haplotype is
characterized for the absence of restriction sites for enzymes, suggesting that Atypical 1
is a hybrid formed by gene recombination between 5’ Benin region and 3’ Bantu region.
However, the opposite hybrid (Atypical 5) was not among the most common
haplotypes. The other reason for elevated frequency of Atypical 1 could be the loss of
the restriction site for the enzyme HindlIll in HBG2 gene from Bantu haplotype, or the
loss of the restriction site for the enzyme Hincll in 3'HBBP gene from haplotype Benin
by point mutations.

The analysis of the haplotype tree drawn from study population showed that
approximately 91.0% of the atypical haplotypes derived by point mutations in typical
ones. In addition to the origin by point mutation, six patterns of atypical haplotype may
have occurred by recombination between typical haplotypes. The only atypical
haplotype that did not present direct relation with typical haplotypes was Atypical 4.
Furthermore, the Senegal and its derivative haplotypes (Atypicals 8 and 11), did not
participate of the haplotype tree branch.

With the parameter analysis we showed that SCA patients with Bantu haplotype
homozygous presented the worst rates of RBC, Hb and Ht in relation to SCA patients
with Bantu haplotype in interaction with any atypical haplotype. These results
corroborate with the literature, which shows the relationship of the Bantu haplotype
with the worst outcomes for inflammation, oxidative stress and DNA damage [15, 16,

27, 28].
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In the comparison among Bantu/Bantu, Bantu/Atypical 1 and Bantu/Atypicals*
we verified that Bantu/Atypical 1 subjects showed better values of RBC, Hb and Ht.
With this result, we can suggest that the presence of Atypical 1 haplotype can contribute
to a moderate clinical severity in SCA patients. This finding was corroborated when
evaluating individuals with Benin haplotype. In the comparison made between
Benin/Benin and Benin/Atypical 1, we did not find difference in any evaluated
parameter. Benin haplotype causes in the patient a moderate pathophysiology compared
to Bantu haplotype [12, 15, 16]. When comparing all sample groups, we found that the
Atypical 1 haplotype in combination with Bantu contributes to the best Hb and Ht
values in relation to individuals homozygous for the Bantu and homozygous for Benin.
Regarding the clinical severity, we did not verify any statistically significant difference
in the comparisons among the sample groups. The explanation for the non-influence of
atypical haplotypes in clinical severity may be in the analysis of polymorphic sites that
characterize the Bs-haplotypes.

Since the beginning of cluster beta-globin studies, the haplotypes are
characterized by the presence or absence of restriction sites for specific enzymes [4, 6,
8, 9]. Considering that, mostly, the beta-globin cluster is a "hot spot" region, any change
in nitrogenous base can contribute to the loss of the restriction site for the enzymes.
According to the beta-globin cluster analysis in wild individuals, we did not find which
nitrogenous base is changed in order to occur or not the recognition of the restriction
enzyme to Hindlll e Hinfl. Thus, depending on the nitrogenous base changed, different
transcription factors may act in the gene regulation, and probably in the phenotypic

characteristics of the individual. This way we can explain why individuals with the
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same pattern of haplotypes presented different parameters or individuals with different

haplotypes do not present the expected phenotypic variation.

OCONOOOPRWN-=

For Xmnl and Hincll restriction enzymes, four transcription factors that could
11 act in the beta-globin cluster gene regulation were listed. Transcription factor CP2
13 presented relationship in cluster beta-globin regulation in presence of Xmmnl restriction
15 sites (5’HBG2- C—T, rs7482144). This factor activates the transcription of the alpha-
globin gene (HBA) and indirectly regulates expression of HBG genes when it forms a
20 complex with the specific factor of the erythrocyte (Nuclear factor, erythrocyte 4 - NF-
22 E4) [29, 30]. The Hincll enzyme recognizes a site in HBBP (G1140A) and other site in
24 3’ HBBP region (T2325A). In HBBP site (G1140A) the transcription factor Myb
presented a relationship in cluster beta-globin regulation regardless of whether the
29 sequence was wild or mutant. This factor regulates vertebrate hematopoiesis, but acts
31 as a negative regulator of Hb F levels by inhibiting the expression of HBG [30-32]. In
33 3’ HBBP site (T2325A) of Hincll, both GATA-1 and GATA-2 factors can interfere in
35 the modulation of beta-globin cluster of the wild sequence, and only the GATA-2 can
interfere in the sequence mutated. GATA-1 factor is essential for the survival and final
40 maturation of the erythrocytes precursors [33]. However, in the globin regulation it is
42 involved in the silencing of HBG, because it forms Hb F protein repressor complexes
44 [34]. GATA-2 factor forms complexes that activate the HBG genes transcription [35].

We believed that the Bs-haplotypes modulate the SCA pathophysiology because
49 different transcription factors can act according to the presence or absence of the
51 restriction sites that characterize the B°-haplotypes. The four transcription factors
53 reported above show direct or indirect relation to the expression regulation of the HBG

55 genes. The Myb, GATA-1 and GATA-2 factors, by being present in HBBP gene region,
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which is a pseudo-gene, may not exhibit significant activity as genetic factors. Thus, to
better understand the modulation of haplotypes in clinical severity of SCA patients, a
more detailed study of the beta-globin cluster is necessary to find and validate all
possible transcription factors able to influence the phenotypic expression of SCA
patients.

The present study suggested a classification for 11 atypical haplotypes patterns
found in a population of SCA patients unrelated and most of the atypical haplotype
derived from point mutations in typical haplotypes. The Atypical 1 haplotype is the
most common and its presence was related to a mild phenotypic expression. A detailed
study of restriction sites that characterize the B°-haplotypes and the identification of
transcription factors that can influence the modulation of beta-globin cluster may assist

in understanding the pathophysiology found in SCA patients.
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Figure legends

Figure 1. Classification of typical and atypical haplotypes according to six polymorphic
sites analysis of the beta-globin cluster. HBE: epsilon gene; HBG2: gama-glicin gene;
HBGI: gama-alanin gene; HBBP: pseudo-beta gene; HBB: beta gene. (-) absence of

enzyme restriction sites; (+) presence of enzyme restriction sites.

Figure 2. Haplotype tree. HBG2: gama-glicin gene; HBG1: gama-alanin gene; HBBP:
pseudo-beta gene; HBB: beta gene. (-) absence of enzyme restriction sites; (+) presence
of enzyme restriction sites. The dark gray squares indicate the haplotypes that may have
originated from gene recombination or point mutation. The light gray squares indicate

the haplotypes that may have originated only by point mutation.

Figure 3. Hematological index among sample groups: A. Difference between
Bantu/Bantu x Bantu/Atypicals groups: Al. Red blood cells (RBC M/uL), A2.
Hemoglobin (Hb g/dL) and A3. Hematocrit (Ht %). B. Difference among Bantu/Bantu x
Bantu/Atypical 1 x Bantu/Atypicals* groups: B1. Red blood cells (RBC M/uL), B2.
Hemoglobin (Hb g/dL) and B3. Hematocrit (Ht %). C. Difference among Bantu/Bantu x
Bantu/Atypical 1 x Bantu/Atypicals* x Benin/Benin x Benin/Atypical 1 groups: CI.
Hemoglobin (Hb g/dL) and C2. Hematocrit (Ht %). Comparison made by General

Linear Models. Data were expressed as mean + 95% confidence intervals.
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Figure 3
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Beta-S globin
haplotypes

Bantu/Bantu
Bantu/Benin
Bantu/Cameroon
Bantu/Saudi
Bantu/Senegal
Bantu/Atypical
Benin/Benin
Benin/Saudi
Benin/Camardes
Benin/ Atypical
Senegal/ Atypical
Atypical / Atypical

Gender (N)
M W
141 195
69 80
2 2
2 1
2 1
22 26
16 22
- 1
- 3
6 4
- 1
2 2

Journal of Medical Genetics

TOTAL
N (600) %
336 55.2
149 245

4 0.7

3 0.5

3 0.5

48 7.9
38 6.2

1 0.2

3 0.5

10 1.6

1 0.2

4 0.7

Table 1. Frequence of beta-S globin haplotypes in study group

Atypicals beta-S
haplotypes

Bantu/ Atypical 1
Bantu/ Atypical 2
Bantu/ Atypical 3
Bantu/ Atypical 4
Bantu/ Atypical 1 5
Bantu/ Atypical 6
Bantu/ Atypical 7
Bantu/ Atypical 8
Bantu/ Atypical 9
Bantu/ Atypical 10
Benin/ Atypical 1
Benin/ Atypical 2
Benin/ Atypical 5
Benin/Atypical 6
Senegal/ Atypical 11
Atypical 1/ Atypical 1
Atypical 3/ Atypical 3
Atypical 5/ Atypical 5

Gender (N)

M
8
5
4
2

—

—_ N =N == G = =N W =R

N: sample number; M: man; W: woman; - without sample number
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3

4

5

g Table I1. Levels of study parameters between the main sample groups according to HC treatment

8 Hematological index

9 Beta-S Hb F (%) 3

10 haplotypes Mean (950/0 Cl) RBC (M/],I.L) Hb (g/dL) Ht ( /o) MCV(fL)

11 Mean (95% CI) Mean (95%) Mean (95% CI) Mean (95% CI)

g Bantw/Banty | o2 (o1928.63) 2.61 (2.54 - 2.68)" 8.31(8.15-8.48)"  23.64 (23.14-24.24)  94.29 (87.92 - 100.67)
7.01 (3.89 -

14 Bantu/Atypical 1 10.13) 2.89 (2.55 - 3.23)° 9.24(8.52-9.96)°  26.53 (24.27-28.80)  91.56 (87.08 - 96.04)

15 831 (547 -

16 Bantu/Atypicals* 11.16) 2.79 (2.53 - 3.04)*" 8.88 (8.20-9.57)""  25.57(23.57-27.58)  91.98 (85.72 - 98.24)

17 p-value 0.63 0.03* 0.002* 0.002* 0.90

18 9.40 (7.07 -

19 Benin/Benin 11.72) 2.54 (2.35 - 2.74) 8.31(7.89-8.72)  23.70 (22.48-24.92)  92.18 (87.65 - 96.71)

20 10.76 (3.99 -

21 Benin/ Atypical 1 17.53) 2.52 (2.06 - 2.97) 8.22(6.61-9.83)  22.90(18.64-27.15)  90.66 (85.17 - 96.14)

gg p-value ) 0.79 0.99 0.60 0.89

24 Reference 0.0-1.0

or Values 45-6.0 W,5~17.0 35.0 - 43.0 77.0 - 100.0

26 - . Hemolytic index

27 Beta-S Clinical severity o

o haplotypes | |Mean (95% CI) LDH (U/L) TB (mm/dL) AST (U/L) Rel. Ret. (%)

29 Mean (95% CI) Mean (95% CI) Mean (95% CI) Mean (95% CI)

30 BantwBantu  0-31(0:48-0.54) 995 50 (944.34- 1046.65) 3.15(2.92-3.37)  54.81(5243-57.20)  9.75(9.21 - 10.29)

31 Bantw/Atypical 1 0-54(0.45-0.63) 909 25 (764.88 - 1053.61) 3.53 (2.43 - 4.62) 62.23 (45.64 - 78.82)  9.49(7.61 - 11.37)

gg Bantw/Atypicals* 0-33(0.38-0.69) 1598 97 (785,38 - 11412.46)  2.62(1.89-3.36)  56.28 (46.16- 66.40)  8.38(6.38 - 10.37)

34 p-value 0.73 0.35 0.23 0.22 0.67

35 Benin/Benin 057 (0.:48-0.66) 967,00 (832.01 - 1101.98) 3.04 (2.31-3.77) 53.06 (45.04 - 61.09)  9.71(8.23-11.19)

gs Benin/ Atypical 1 042 (019-0.64) 1540 75 450,80 -2021.69)  4.58 (2.44-6.71)  56.40 (38.09 - 74.70)  10.03 (6.03 - 14.02)

38 p-value = 0.23 0.36 0.94 0.90

28 Reference L <480.0 <10 <35.0 0.80 - 2.0

41

167

27



8. APENDICES

COoO~NOOOPAWN =

Journal of Medical Genetics

Values

HC + : reference values in patients in HC treatment; HC - : reference values in patients without HC treatment; CI: confidence interval; Hb F:
hemoglobin fetal; RBC: red blood cells; Hb: total hemoglobin; Ht: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume; LDH: lactate dehydrogenase;
TB: total bilirrubin; AST: aspartate transaminase; Rel. Ret.: relative reticulocity; Atypicals: all patients that presented atypical haplotypes;
Atypicals*: all patients that presented atypical haplotypes except the haplotype Atypical 1; *p-value by Fisher post-hoc

Table I11. Transcription factors in beta-globin cluster

Number of the
Pattern

Restricti Beta-globin f th transcription Especifics factors
- cluster Recognition site  Wild sequence Mutation - t ~ factors
enzymes veolon wild
& subject Wild Mut. Wild Mut.
s C—oT
Xmnl 5S’HBG2 GAANN |NNTTC GAAACGGTCC (rs7482144) 1 8 - TFCP2
HindlIl HBG?2 A|AGCTT AAGCTT 2 + ? ? 74 ?
HindIll HBGI A|AGCTT AAGCTT 7 e ? 7 ? ?
Hincll HBBP GTY|RAC GTTGGC G—A - 18 28 Myb Myb
GATAL
Hincll 3’ HBBP GTY |RAC GTTATC T—A - 16 38 GATA2
GATA2
Hinfl 5" HBB G|ANTC GAATC ? + 2 % % ?

HBG2: gama-glicin gene; HBG1: gama-alanin gene; HBBP: pseudo-beta gene; HBB: beta gene. (-) absence of enzyme restriction sites; (+)
presence of enzyme restriction sites. ?: unknown mutation; Mut.: mutation

28
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8.2. APENDICE I1: Questionario do projeto de Pesquisa “Estudo de Polimorfismos em
Pacientes portadores de Doenca Falciforme e sua associacdo com complicages clinicas”.

Data: / / Matricula:
Nome completo:
Sexo: () feminino () masculino Data de nascimento: / /
Historia Clinica: Complicac@es Agudas e Cronicas
Ne° de crises de dor por ano no dltimo ano: 0az2[] 3a5[] maior []igual a 6
N° de infecgBes por ano no ultimo ano: 0a2[] 3a5[] maior|:| igual a 6
N° de internagdes por ano no ultimo ano: 0az[] 3a5 ] maior|:| igual a 6
Complicacdes clinicas na doenca falciforme SIM NAO Quantidade
Neurolégicas Acidente vascular cerebral
Sindrome Tor4cica Aguda
Pulmonares . -
Hipertens&o Pulmonar ndo aplicavel
Oftalmicas Retinopatia ndo aplicavel
Cardiacas Cardiomegalia ndo aplicavel
- Colecistomizado néo aplicavel
Hepatobiliar ) - -
Litiase biliar ndo aplicavel
Priapismo ndo aplicavel
Renal/Geniturinaria
Preteindria ndo aplicavel
Necrose fémur: estagio | ndo aplicavel
Necrose fémur: estagio |1 ndo aplicavel
Osteoarticular
Necrose Umero: estagio | ndo aplicavel
Necrose Umero: estéagio 11 ndo aplicavel
Osseas Alteracdes faciais
Ulcera isquémica: estagio |
Cutanea Ulcera isquémica: estagio 11
Ulcera isquémica: estagio 111
) ) Esplenectomizado néo aplicavel
implicagBes esplénicas )
Sequestros esplénicos
Histérico Transfusional
-N° de unidades de concentrado de hemdcias transfundidas até o inicio do estudo?
menor 10 [] 10a20[] 21a30 [] 31a10 [] maior que 40 []
- Em regime regular de transfusdo de hemacias?
Ndo [] sim [ Intervalo: Data inicio da transfuséo:

Data da Ultima transfuséo:

Ndmero de transfuséo:

Medicamentos em uso

Dose diaria;___
Dose didria:____
Dose diaria:___
Dose diéria:____

- Hidroxiureia: [] Nao[] Sim Inicio (data):
- Desferroxamina (Desferal): [] Nao[] Sim Inicio (data):
- Deferiprona (Ferriprox): [] N&o[] Sim Inicio (data):
- Deferasirox (Exjade): [] N&o[] Sim Inicio (data):
- Acido félico: [] Ndo[] Sim Inicio (data):
- Vitaminas: [] Ndo[] Sim Quais?
- Analgésicos: [] Nao[] Sim Quais?

- Outros: [ ] Ndo[ ] Sim Quais?
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Dados Bioquimicos

- Sobrecarga de ferro: ~ Nao [_] Sim[_]Orgao afetado:
- Nivel de ferritina:

- Saturacéo de ferritina:

-T2*

Observacoes:
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9. ANEXO

9.1. ANEXO I: Parecer CEP da UNESP/IBILCE

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS W““‘
EXATAS/CAMPUS DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vaso-oclusdo em doenca falcimorme: interagdo génica e/ou caracteristicas intrinsecas
da manifestagéo clinica?

Pesquisador: Jéssika Viviani Okumura

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 26806914.6.0000.5466

Instituicdo Proponente: Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas/ Campus de Sao José do
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 566.710
Data da Relatoria: 14/03/2014

Apresentacgao do Projeto:

O projeto € interessante e pretende investigar em amostras de sangue de pacientes com doenca Falciforme
(DF), provenientes do Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti- HEMORIO do Rio de
Janeiro-RJ, a associagdo de alguns polimorfismos genéticos envolvidos no controle da pressao arterial,
regulacéo do fluxo sanguineo e coagulagédo com a ocorréncia de crises vaso-oclusivas. Dessa forma
comparar o perfil genético dos pacientes e a evolugdo clinica, podendo trazer resultados que poderdo
auxiliar no tratamento diferenciado dos pacientes e diminuir a morbidade e mortalidade.

O projeto sera dividido em um estudo de coorte prospectivo para avaliar um grupo de cerca de 200 criangas
com DF (GCDF); e estudo de coorte retrospectivo para avaliar um grupo de cerca de 500 adolescentes e
adultos com DF (GADF). Também serao utilizados dados de prontuarios dos pacientes, que serao
consultados semestralmente, para obtencdo de dados clinicos como crises de vaso-oclusdo dentre outros e
laboratoriais.

Objetivo da Pesquisa:
O projeto tem como objetivos gerais avaliar a relagdo entre haplétipos da beta globina e polimorfismos
genéticos envolvidos no controle da pressao arterial (ADA), reguladores do fluxo

Enderego: CRISTOVAO COLOMBO 2265

Bairro: JARDIM NAZARETH CEP: 15.054-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO
Telefone: (17)3221-2428 Fax: (17)3221-2500 E-mail: liliane@ibilce.unesp.br
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LETRAS E CIENCIAS Wﬂl“
EXATAS/CAMPUS DE SAO

Continuagéo do Parecer: 566.710

sanguineo (ECA | e Il) e coagulagdo (PAI-1 e CRS) e relacionados com a ocorréncia de vaso-oclusdo em
pacientes (criangas, adolescentes e adultos) com doenca falciforme (Hb SS, Hb SC e Hb S/R-talassemia.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Das criangas com DF serédo coletadas amostras de sangue (cerca de 4 ml) por profissional do HEMORIORJ,
sendo que estardo expostas somente a risco considerado minimo, caracterizado pela possibilidade de
hematoma no local da pungédo. Todas as informacgdes fornecidas pelos sujeitos da pesquisa, apés
assinatura do TCLE e os resultados obtidos nos exames laboratoriais serdo mantidos em sigilo sendo que,
estes ultimos, sé seréo utilizados para divulgagédo em reunides e revistas cientificas. Os resultados dos
testes laboratoriais serdo informados aos clinicos responsaveis pelos pacientes, por meio de laudo
especifico. Os médicos hematologistas do HEMORIO acompanharéo a consulta aos prontuarios para a
obtencéo dos dados clinicos. Quanto aos adolescentes e adultos as amostras de sangue ja foram coletadas
e encontram-se armazenadas sob a responsabilidade da pesquisadora/orientadora, devendo-se apenas
obter novas informacdes clinicas dos prontuarios.

Quanto aos beneficios os resultados poderdo permitir uma melhor conduta terapéutica e avaliagdo dos
pacientes atendidos pelo HEMORIO, destacando assim, para essa instituicdo, um avango no atendimento
personalizado de seus pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante, o projeto esta bem redigido e estruturado com a descrigdo da metodologia e etapas
que serao realizadas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Nesta nova versao do projeto a pesquisadora solicitou dispensa do TCLE referente ao estudo restropectivo
do grupo de 500 individuos jovens e adultos, cujas amostras de DNA encontram-se armazenadas no
laboratério sob responsabilidade da docente Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos, oriunda de
projeto anterior também aprovado poer este CEP. A solicitagdo é pertinente considerando o grande numero
de amostras e dificuldade para contactar novamente os pacientes.

Quanto ao estudo prospectivo em criangas esta sendo apresentado um novo TCLE redigido de forma
adequada, com clareza dos objetivos e incluindo o risco minimo, assim como os dados para contato com o
CEP.

Recomendagoes:
Nenhuma recomendacgéo

Enderego: CRISTOVAO COLOMBO 2265

Bairro: JARDIM NAZARETH CEP: 15.054-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO
Telefone: (17)3221-2428 Fax: (17)3221-2500 E-mail: liliane@ibilce.unesp.br
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Continuagéo do Parecer: 566.710

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sem pendéncias ou inadequacgdes.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

Os relatorios parciais sao obrigatérios e devem ser encaminhados semestralmente a partir desta data.

SAO JOSE DO RIO PRETO, 25 de Margo de 2014

Assinador por:

Ana Carolina Conti e Silva
(Coordenador)

Enderego: CRISTOVAO COLOMBO 2265
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TERMO DE REPRODUCAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducao xerografica da presente Tese, em partes, para fins de pesquisa.

Sé&o José do Rio Preto, 08 de marco de 2017

Jéssika Viviani Okumura



