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HISTORICO

O trabalho, aqui apresentado na forma de Tese, para obtencéo do titulo de Doutor
em Biociéncias, Area de Concentracdo em Genética e Biologia Evolutiva, é resultado da
pesquisa desenvolvida no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas
Hematoldgicas, sob orientacdo da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos, com
coorientacdo do Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado. O estudo teve ainda a
colaboracdo da Médica hematologista, Clarisse Lopes de Castro Lobo, do Instituto de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti- Hemorio, e de profissionais da saude do
Instituto Evando Chagas SVS/MS.

A investigacao do processo de hemdlise em doengas com etiologias hemoliticas
distintas, surgiu em meio a resultados observados pelo nosso grupo de pesquisa, aliado a
colaboradores e dados da literatura. A0 passo que nossas pesquisas mostravam que a
heterogeneidade e complexidade fenotipica entre os individuos com anemia falciforme
(AF), estavam associadas a diferentes perfis hemoliticos, que por sua vez eram
influenciados por fatores genéticos, a literatura sugeria a hemdlise intravascular como
importante evento no estabelecimento de condi¢es clinicas graves, em doencas em que
a hemolise estava presente.

Reunindo evidéncias da literatura e a troca de conhecimentos entre colegas
pesquisadores, nossa hipotese de que o estabelecimento do perfil hemolitico pudesse estar
diferentemente associado a fatores bioquimicos e genéticos, de acordo com as
caracteristicas intrinsecas das diferentes doencas, nos direcionou ao estudo aqui realizado.
Nesse cenario, a malaria por Plamodium vivax era cada vez mais foco de estudos, ndo s6
por ser uma parasitose com alta prevaléncia em territério brasileiro, mas especialmente
por ser associada, algumas vezes, a casos graves, ainda pouco compreendidos.

Apesar de eventos fisiopatologicos semelhantes como, a hemolise, inflamacao, a
hipdxia e ocorréncia de estresse oxidativo, a malaria por P. vivax e a anemia falciforme
diferem na etiologia e caracteristicas fenotipicas dos individuos. Enquanto a AF € uma
afeccdo monogénica hereditaria, a malaria por P. vivax € infeccdo parasitaria, sendo,
portanto, uma doencga adquirida, na qual o homem participa de uma das fases do ciclo de
vida do parasito.

Estudar doencas t&o distintas trouxe, por vezes, dificuldades. Seja no

delineamento do estudo e estabelecimento de protocolos, de modo que as analises fossem



semelhantes para ambos os grupos, tanto quanto na obtencéo de amostras e dados clinicos
necessarios para a conclusdo da pesquisa. Entretanto, essas dificuldades perimitiram o
aprendizado e desenvolvimento de habilidades como a capacidade de solugéo e reunido
de esforcos de todo grupo de pesquisa, resultando na intensa troca de conhecimento
cientifico. Assim, as adversidades ao longo do estudo foram contornadas, 0s objetivos
cumpridos e o projeto executado de modo satisfatorio.

As conclusdes alcangadas até o momento resultaram na elaboracdo de artigos
cientificos ja submetidos, e outros em fase de elaboracdo. Entre eles, o artigo
“Intravascular hemolysis in pain crises occurrence in sickle cell anemia individuals®’,
submetido a revista International Journal of Laboratory Hematology, e o artigo
“’Tracking by phylogenetic footprinting of transcription factors involved with the SNP
rs7203560 and the possible influence on the expression of the alpha globin *, submetido
a revista Hemoglobin. Esse ultimo, fruto de um trabalho de conclusédo de curso originado
a partir dessa pesquisa.

Por fim, com a finalizacdo das andlises de dados para redacdo da Tese, outros
trabalhos serdo originados. Os resultados originais aqui obtidos, em duas doencas
altamente prevalentes em territério Nacional, nos fazem crer que o estudo contribuiu com
o conhecimento cientifico da area, e principalmente, com a melhor compreensdo da
anemia falciforme e da malaria por P. vivax, consideradas problemas de satde publica

para a populacéo brasileira.



RESUMO

A hemodlise, processo caracterizado pela degradacdo de eritrdcitos senescentes ou
defeituosos, pode estabelecer-se de modo fisiopatologico em diferentes doencgas. A
ruptura do eritrocito com consequente liberacdo da hemoglobina (Hb) plasmatica,
desencadeia eventos como hipéxia e a diminuigdo da biodisponibilidade de éxido nitrico
(NO), os quais influenciam no estabelecimento de manifesta¢fes clinicas em doengas
hemoliticas. Apesar das distintas etiologias, 0 processo de hemolise estd presente tanto
entre os eventos fisiopatoldgicos da anemia falciforme (AF), uma anemia hemolitica
caracterizada por hemdlise cronica e fendtipos heterogéneos entre os individuos; quanto
na malaria por Plasmodium vivax (P. vivax), uma parasitose que apresenta, durante o ciclo
intra-eritrocitico da doenca, episddios de hemdlise aguda. Assim, nosso objetivo foi
avaliar a associacdo de marcadores bioquimicos e genéticos, envolvidos com as vias
hemoliticas e da hipoxia, com o estabelecimento de diferentes perfis etioldgicos de
hemolise. Para isso, o grupo de estudo foi formado por individuos de ambos o0s géneros,
sendo 300 individuos com AF e 119 individuos com malaria por P. vivax. O perfil
hemolitico nesses individuos foi estabelecido por meio de parametros hematoldgicos e
hemoliticos, comumente utilizados na rotina laboratorial. As relagdes entre os marcadores
de hemdlise, e desses com os niveis de hemoglobina plasmatica (Hb plasmatica), utilizada
no estudo como marcador especifico de hemolise intravascular, e com a proteina HIF1A,
utilizada como marcador de hipdxia, foram também estabelecidas. Os marcadores
genéticos foram investigados por meio da a associacao entre 0 SNP rs7203560 do gene
NPRL3, a VNTR rs61722009 (4a4b) e 0 SNP rs1799983 (894G>T) do gene eNOS, com
o perfil hemolitico, além da associacdo do SNP rs11549465 (1772C<T) do gene HIF1A,
com o perfil hipoxico. Os resultados mostraram diferentes relacdes entre 0os marcadores
para cada grupo de estudo. Nos individuos com AF, embora os marcadores de hemdlise
(Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST e BI) estivessem correlacionados entre si, nenhum deles
esteve relacionado com os niveis de Hb plasmaética. Correlagdes positivas foram
observadas entre LDH e os outros marcadores, sendo essa, a Gnica enzima relacionada,
embora negativamente, com os valores de HIF1A. Nos individuos com malaria, 0s
marcadores hemoliticos (AST e BI) ndo estiveram correlacionados entre si, mas sim com
a Hb plasmatica, sugerindo maior influéncia da hemolise intravascular no perfil
hemolitico dos individuos com malaria do nosso grupo de estudo. Quanto as mutacdes

investigadas como marcadores genéticos, apenas o SNP rs1799983 (894G>T) do gene



eNOS apresentou maior frequéncia genotipica e alélica, sendo o alelo (T) assim como o
genétipo homozigoto mutante (TT), mais frequente entre os individuos com AF. Esse
SNP também esteve relacionado com o perfil hemolitico em ambos os grupos de estudo,
uma vez que os individuos com AF e malaria, com genotipos GG e GT, apresentaram
aproximadamente 1,3 vezes mais Hb plasmatica. A mutacdo VNTR rs61722009 (4a4b),
também do gene eNOS, esteve relacionada com o perfil hemolitico apenas nos individuos
com AF, sendo niveis de Hb plasmaética 1,2 vezes menores no grupo de individuos com
gendtipos homozigoto mutante (4b4b). Assim, as diferentes relacdes dos marcadores
bioquimicos e genéticos, com o perfil hemolitico e hipoxico dos individuos com AF e
malaria por P. vivax, evidenciam que as diferentes etiologias hemoliticas das doencas,
devem ser consideradas para a caracterizacdo do processo de hemolise. Por fim, os
marcadores bioquimicos laboratoriais de hemolise, comumente adotados na rotina
laboratorial para a caracterizacdo do perfil hemolitico desses individuos, demonstraram

ser importamte biomarcadores para essas doengas.

Palavras-chave: doencas hemoliticas, malaria por Plasmodium vivax, hemdlise

intravascular, marcadores genéticos.



ABSTRACT

Hemolysis, the process characterized by degradation of senescent or defective
erythrocyte, may be established among the a physiopathological events in different
diseases. Erythrocytes rupture and subsequent liberation of plasma hemoglobin (Hb)
triggers events as hypoxia and declining of nitric oxide bioavailability (NO), which affect
in the establishment of clinical manifestations in hemolytic diseases. Despite the distinct
etiologies, the hemolysis process as occurs among the physiopathological events of sickle
cell anemia (SCA), which is a hemolytic anemia characterized by chronic hemolysis and
heterogenic phenotypes among individuals; as in Plasmodium vivax (P. vivax), malaria a
parasitosis which presents, during the disease intra-erytrocytic phase of the parasite cycle,
events of acute hemolysis. Thus, the aim of this work was to evaluate the association of
biochemical and genetic markers involved in hemolytic and hypoxia pathways, with the
stablishing the hemolytic profile of diseases with different hemolysis etiological patterns.
The study group were formed by patients of both gender, divided in 300 individuals with
SCA and 119 individuals with P. vivax malaria. The hemolytic profile of these individuals
was stablished by hematological and hemolytic parameters, commonly employed in
laboratorial routine. Relations among hemolysis markers, and these with the plasma
hemoglobin levels (plasma Hb), used in this study as specific marker of intravascular
hemolysis, and with HIF1A protein, used as hypoxia marker, were stablished as well. The
genetic markers were investigated by association between the SNP rs7203560 from
NPRL3 gene, the VNTR rs61722009 (4a4b) and the SNP rs1799983 (894G>T) from
eNOS gene, with the hemolytic profile, besides the association of SNP rs11549465
(1772C<T) from HIF1A gene, with the hypoxic profile. Results revealed different
relations between markers for each study group: in individuals with SCA, despite
hemolysis markers (Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST and BI) were correlated among
themselves, neither of them were related with plasmatic Hb levels. Positive correlations
were observed among LDH and other markers, being this enzyme the only correlated,
although negatively, with the HIF1A values. For individuals with malaria, hemolytic
markers (AST and BI) were not correlated among themselves, but with plasmatic Hb,
suggesting higher influence of intravascular hemolysis in the hemolytic profile from
individuals of this study group. Regarding to the investigated mutations as genetic
markers, only SNP rs1799983 (894G>T) from eNOS gene presented higher genotypic

and allelic frequency, being the allele (T), as well as the mutant homozygote genotype



(TT), more frequent among individuals with SCA. This SNP was also related with the
hemolytic profile in both study groups, when SCA and malaria individuals with
genotypes GG and GT presented 1.3 times more plasma Hb. The VNTR rs61722009
(4adb) mutation, also from eNOS gene, was related only with hemolytic profile of
individuals with SCA, being the plasma Hb level 1.2 times lower in individuals with
mutant homozygote genotype (4b4b). Thus, the different relations of biochemical and
genetic markers, with hemolytic and hypoxic profiles of individuals with SCA and P.
vivax malaria, evidence that the different hemolytic etiology diseases must be considered
for the characterization of hemolysis process. That way, biochemical markers of
hemolysis, commonly adopted in laboratorial routine for characterization of hemolytic
profile from these individuals, demonstrated to be valuable biomarkers for these diseases.

Keywords: hemolytic diseases, Plasmodium vivax malaria, intravascular hemolyses,
genetic markers.
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1.1. ERITOPOIESE

As células tronco hematopoiéticas (CTH) localizadas na medula éssea vermelha,
por meio dos processos de proliferacdo, diferenciagdo e maturacao celular, déo origem as
células progenitoras responsaveis pela formagdo de células-mae hematopoiéticas (cerca
de 99% da medula 6ssea) (TESTA; DEXTER, 1989). As células-mae hematopoiéticas,
por sua vez, tém a capacidade de se diferenciarem em todas as linhagens celulares
sanguineas maduras, dentre elas, os eritrécitos. O processo regulado de producdo de
eritrécitos é denominado eritropoiese e ocorre por meio da maturacdo dos precursores
eritroides (Unidades Formadoras de Colbnias Eritroides, UFC-E), processo esse
caracterizado pela diminuicdo da capacidade celular proliferativa, alteracdes
morfoldgicas e altas taxas de sintese de hemoglobina (Hb), o principal transportador de
oxigénio no sangue. Diferentes citocinas estimulam a eritropoiese, sendo a Eritropoetina
(EPO) uma das mais importantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SANKARAN;
WEISS, 2015).

Os eritrdcitos dos mamiferos sdo células pequenas e anucleadas com grande
quantidade de Hb (~ 5 mM). A anucleacdo ocorre durante a maturacdo dos eritrécitos, na
medula éssea, como consequéncia da condensacdo gradual da cromatina que é expelida
da célula ao mesmo tempo em que a concentracdo de Hb aumenta (JI et al., 2011). Por
esta razao, os eritrocitos perdem gradualmente a capacidade de renovar suas moléculas,
apresentando meia-vida de aproximadamente 120 dias. Dessa forma, as enzimas que
controlam as atividades metabdlicas da célula, atingem niveis criticos, contribuindo para
a senescéncia eritrocitaria com consequente eriptose e retirada dessas células da
circulagdo por macrofagos, principalmente no bago (GUYTON; HALL, 2006).

Os componentes da Hb (heme e globinas) resultantes da degradacéo eritrocitéria,
terdo destinos distintos, sendo os aminoacidos reaproveitados para sintese de novas
cadeias globinicas, o ferro captado e utilizado para formacéo de novas moléculas heme,
enquanto outras moléculas, como a protoporfirina, serdo degradadas. Assim, é evidente
que o processo de destruicdo de eritrocitos senescentes € essencial para renovacao celular.
A cada dia um individuo adulto tem cerca de 1% de eritrdcitos destruidos, sendo essa
perda compensada pelo lancamento de eritrocitos jovens (reticuldcitos) na corrente
sanguinea (GUYTON; HALL, 2006; KIM ; NEMETH, 2015). Entretanto, quando essa
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relacdo entre destruicdo e sintese eritrocitaria ndo ocorre de modo satisfatorio, eventos
fisiopatologicos podem ser desencadeados, como o estabelecimento da anemia em
consequéncia de maiores taxas de lise eritrocitaria (BROADWAY-DUREN; KLASSEN,
2013).

1.2. HEMOLISE

O processo de destruicdo e remocdo de eritrocitos senescentes e defeituosos da
corrente sanguinea, € denominado hemolise. Embora possa ser um processo fisioldgico
assintomatico, quando a destruicdo dos eritrocitos ocorre de forma prematura, e em
proporcdes suficientes para provocarem a diminui¢do da Hb circulante, estabelece-se a
anemia hemolitica. Nessas condicOes, a destrui¢do eritrocitaria pode ocorrer devido a
diferentes causas, sejam elas de natureza mecanica, quimica, autoimune ou qualquer outra
que diminua o tempo de vida dessa célula (BARCELLINI; FATTIZZO, 2015). De acordo
com as diferentes origens, as anemias hemoliticas podem ser classificadas em:
hereditarias, como as hemoglobinopatias (doenca falciforme, talassemias); enzimopatias
(deficiéncia de G6PD); membranopatias (esferocitose e eliptocitose); e adquiridas, as
quais sdo classificadas em auto-imune, imune (ap6s evento transfusional e/ou
gestacional) e ndo imune (microangiopatica, lesdo celular como exemplo, a infec¢do por
malaria) (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 2013).

Embora seja um processo fisiopatologico com similaridades entre diferentes
doencas, a hemolise pode desencadear consequéncias distintas de acordo a etiologia da
destruicdo eritrocitaria (KATO; TAYLOR, 2010). O processo hemolitico pode ser
estabelecido de modo secundario como consequéncia de doencas hematoldgicas e ndo
hematoldgicas, ou ocorrer de modo fisiopatolégico, ou seja, um subfenétipo, sendo
clinicamente categorizada em cronica ou aguda (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY,
2004).

A hemolise pode ainda ser diferenciada de acordo com os mecanismos e o local
onde ocorrem, sendo: i) hemdlise intravascular, quando a ruptura do eritrdcito ocorre no
interior dos vasos sanguineos, com consequente extravasamento do conteddo intracelular
no plasma; e ii) hemdlise extravascular, caracterizada pela retirada dos eritrocitos da
corrente sanguinea, por meio de células que constituem o sistema reticuloendotelial,
especialmente no figado e no baco. Ambos os mecanismos, quando em condigdes

patoldgicas, contribuem para o estabelecimento de eventos clinicos especificos (KATO;
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TAYLOR, 2010; RAPIDO, 2017). Entretanto, diversos estudos objetivam a investigacdo
da hemolise intravascular (HI) como importante mecanismo relacionado a complicacdes
clinicas em doengas (ROTHER et al., 2005, AKINOSOGLOU; SOLOMOU; GOGOS,
2012; CONRAN, 2014; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

1.2.1 Hipdxia e homeostase endotelial.

A quantidade total de eritrocitos humanos circulantes é regulada, de modo a
garantir um namero adequado de células capazes de oferecer o transporte de oxigénio
suficiente aos tecidos. Quando em meio oxigenado e hidratado, o eritrocito possui a forma
de disco biconcavo, que proporciona maior superficie em relacdo ao volume, facilitando
as trocas gasosas e permitindo maior flexibilidade ao passar por capilares mais finos, onde
sofrem deformacGes temporérias e ndo se rompem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
Assim, a manutencdo das concentracdes de oxigénio é essencial para homeostase celular
e funcional eritrocitaria (GUYTON & HALL, 2006).

A ruptura do eritrocitario, com a consequente diminui¢do da concentracdo de Hb
circulante, ocasiona a diminuicdo das concentracdes de oxigénio (O2) disponiveis na
circulacdo. Essa condicdo, caracterizada pela baixa concentracdo de Oz nas células e
tecidos, é denominada hipoxemia e compromete a integridade desses sistemas (SUN;
XIA, 2013; CABOOT; ALLEN, 2014). A hipdxia é ainda capaz de participar de
mecanismos de regulacdo envolvidos em processos fisiopatoldgicos como angiogénese e
inflamacdo (SEMENZA, 2012), que podem estar relacionados ao estabelecimento de
manifestagdes clinicas nas doencas hemoliticas.

A resposta primaria frente a ruptura do eritrcito é a liberagdo do contetdo
intraeritrocitario na corrente sanguinea, sendo a Hb (grupamento heme e globinas) as
principais moléculas liberadas no meio extracelular (ROTHER et al., 2005). O complexo
haptoglobina-hemopexina, mecanismo protetor, esta prontamente disponivel, para
garantir a deplecdo das moléculas de Hb plasmatica e de heme livre. Entretanto, quando
a capacidade de deplecdo e detoxificacdo é excedida, devido ao excesso de liberagdo
dessas moléculas, é desencadeado o efeito tdxico. Esse processo resulta em diferentes
respostas fisiopatoldgicas, como a oxidacdo da molécula de Hb, formacdo de
metahemoglobina e moléculas de ferro heme (Fe*®), além da diminuicdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (Figura 1) (SCHAER et al., 2013).
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Na forma livre e em estado de valéncia ferroso, o ferro ligado a Hb esta
prontamente disponivel para participar de reacdes redox (reacdes de Fenton), além de se
ligarem ao NO por meio do complexo estavel Fe?*Hb-NO, contribuindo para o
estabelecimento do estresse oxidativo e deplecdo de ON (BELCHER et al., 2010;
GLADWIN; KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). A diminuicdo da biodisponibilidade de
NO é ainda agravada pela liberacdo de arginase durante a ruptura do eritrocito, uma
enzima que atua degradando a L-arginina, substrato essencial para sintese desse gas. Em
meio as moléculas que atuam na homeostase vascular, 0 NO é o gas mais importante,
sendo considerado um vasodilatador endégeno (REITER et al., 2002; ROTHER et al.,
2005). Esse gas é sintetizado nas células endoteliais, as principais formadoras do tecido
endotelial, o qual é considerado um dos maiores tecidos do corpo humano. Como o
endotélio vascular desempenha papel fundamental na homeostase tecidual, por exemplo
atuando na manutencdo da temperatura e do pH, além de ser uma importante barreira
entre o sistema vascular e os tecidos, danos nas células endoteliais comprometem a
homeostase endotelial, resultando em disfun¢ées (MORRIS; GLADWIN; KATO, 2008;
EELEN etal., 2015; BIERHANSL et al., 2017).

Dessa forma, podemos notar que a diminuicdo na biodisponibilidade de NO e a
hipoxia, estdo intimamente relacionados a hemdlise intravascular (Figura 1), contribuindo
para o estabelecimento de eventos fisiopatoldgicos, como aumento de moléculas pro-
inflamatdrias e de agregacdo, estresse oxidativo e disfuncdes endoteliais, eventos esses
que contribuem de modo significativo com o estabelecimento de manifestacoes clinicas
(HALDAR et al., 2007; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-
SHAPIRO, 2012; RIFKIND; MOHANTY; NAGABABU, 2015; BARBER et al., 2016).
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Figura 1: Hemdlise intravascular e as respostas fisiologicas desencadeadas pela
presenca da Hb plasmatica.
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A Hb plasmatica liberada durante a hemdlise intravascular é rapidamente recrutada pelo complexo de
detoxificacdo haptoglobina-hemoglobina. As proteinas haptoglobina sequestram a Hb livre, sendo todo o
complexo endocitado por macrofagos/mondcitos. Parte da Hb plasmatica ainda sofre oxidagao
(metahemoglobina), liberando moléculas de ferro sérico (Fe*®), o qual é recrutado pela proteina hemopexina
e degradado por hepatocitos (figado). Quando ainda em excesso, a Hb plasmatica liga-se ao NO,
provocando a deplecdo desse gas e consequentemente, o comprometimento da homeostase endotelial.
Ainda, a liberacdo da enzima arginase durante o rompimento dos eritrdcitos, degrada o substrato (L-
arginina) precursor da sintese de NO, limitando ainda mais sua biodisponibilidade e favorecendo disfuncdes
endoteliais. A diminui¢do na concentracdo de O circulante ocasionada pela ruptura dos eritrécitos e
consequente extravasamento do grupamento heme, compromete a integridade dos 6rgdos e tecidos.
Elaborada pelo autor. (ROTHER et al., 2005; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-
SHAPIRO, 2012)
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1.2.2 Marcadores de hemolise

O diagnostico de hemolise é realizado por meio da avaliagdo de parametros
laboratoriais, os quais desempenham papel de biomarcadores. Entre eles destacam-se a
contagem de reticulécitos (valores percentuais e absolutos), dosagem das enzimas lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) e dos niveis de bilirrubina
indireta (BI), também conhecida como bilirrubina ndo conjugada (HEBBEL, 2011,
STOJANOVIC; LIONNET, 2016), variavelmente alterados frente as diferentes etiologias
do processo hemolitico (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004).

Os parametros laboratoriais adotados como marcadores de hemolise, séo
resultados diretos e indiretos dos processos fisioldgicos decorrentes da destruicao
eritrocitéaria. Os reticuldcitos sdo eritrdcitos imaturos utilizados como bons indicadores
da resposta medular. Quando produzidos em maiores quantidades e liberados
precocemente na corrente sanguinea, caracterizam a resposta eritropoiética
compensatdria devido a ocorréncia de hemdlise (BARCELLINI; FATIIZZO, 2015).
Quanto as enzimas, a AST desempenha papel na transaminacdo de aminoacidos nas
celulas, e atua como um importante marcador de danos teciduais, principalmente no
tecido hepatico (LEHNINGER; COX, 2006; VOET; VOET, 2006); a LDH esta presente
no interior dos eritrocitos em duas de suas cinco isoformas (LDH 1 e LDH 2), e sdo
liberadas no meio extracelular quando ocorre a ruptura dessas células (STOJANOVIC ;
LIONNET, 2016). Por fim, a Bl € resultado da degradacdo do grupamento heme pela
acao da enzima heme oxigenasse. Nesta reacdo, os produtos da oxigenacdo e o NADPH,
com seu poder redutor, liberam Fe*?, monoxido de carbono (CO) e biliverdina (molécula
antioxidante), que sofrera reducdo por meio da enzima biliverdina redutase, originando a
bilirrubina ndo conjugada, a qual é quantificada na forma de bilirrubina indireta
(KRISTIANSEN et al., 2001; ROTHER et al., 2005; RIFKIND; MOHANTY;
NAGABABU, 2014). Entretanto, com as relevantes pesquisas sugerindo a hemolise
intravascular (HI) como fator determinante no agravamento clinico em doencas nas quais
a hemolise estd entre os eventos fisiopatoldgicos (ROTHER et al., 2005; CONRAN;
ALMEIDA, 2014), a busca por marcadores isolados de HI tém sido o foco desses estudos.
Apesar da LDH ser sugerida como o principal marcador de HI (HEBBEL, 2011,
BALLAS, 2013), a avaliacdo dos niveis de Hb plasmatica e/ou microparticulas

resultantes de degradacéo eritrocitaria, embora ainda menos utilizados, tém sido adotados
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como marcadores especifico de HI (NOURAIE et al., 2013; MILTON et al., 2013) na
avaliacdo do perfil hemolitico.

1.3. ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF), condi¢do homozigota para a HbS, é uma afeccdo
genética de clinica grave, caracterizada por individuos com fendtipos heterogéneos e
complexos (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; NGO; STEINBERG, 2015),
considerada uma das afec¢cdes monogénicas mais conhecidas e estudadas em todo mundo.
De acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO),
estimativas mundiais revelam que cerca de 270 milhdes de pessoas possuem 0S genes
responsaveis por hemoglobinas anormais, sendo, que aproximadamente 80% das crianc¢as
nascidas a cada ano com diagndéstico de hemoglobinopatias, apresentam diagnostico de
AF (MODELL; DARLISON, 2008; SIMOES et al., 2010). No Brasil, o nimero de
pessoas com a doenga falciforme, ou seja, aqueles que apresentam um alelo paraHb S, é
estimado em 2 milhdes, sendo mais de 30.000 com AF, o que reflete no nascimento de
aproximadamente de 3500 criancas por ano (CANCADO; JESUS, 2007; LOBO et al.,
2014).

A molécula de Hb S é resultado da alteracao estrutural na formacao da cadeia beta
globina em decorréncia de uma mutacdo pontual do tipo transversdo (GAG — GTG) no
cédon que determina o sexto aminoécido (HBB:c. 20A>T - rs334). A mutagdo ocasiona
a substituicdo do acido glutamico por uma valina na cadeia polipeptidica, originando uma
Hb com caracteristicas fisicas e bioquimicas alteradas (STEINBERG, 1998;
STEINBERG, 2009). Embora a Hb S possua capacidade normal de ligagéo ao oxigénio,
a caracteristica hidrofobica resultante da mutacdo, desencadea a polimerizacao desta Hb
sob condicGes de hipdxia, desidratacdo e acidose (WEATHERALL et al., 2005; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Recorrentes ciclos de polimerizagdo da molécula de Hb S dentro do eritrocito, dao
inicio a uma cascata de eventos fisiopatologicos, como, a hemodlise e a vaso-oclusao,
sugeridas como responsaveis por favorecer processos inflamatorios, aumento de
moléculas de adesdo, de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, consequente estresse
oxidativo (MORRIS, 2011; KATO; TAYLOR, 2010; KATO; STEINBERG;
GLADWIN, 2017). Além de intimamente relacionados, esses eventos desempenham

papel importante no estabelecimento da condi¢do de anemia hemolitica, hipoxia e danos
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endoteliais, estando estes, por sua vez, associados com complicacdes clinicas da doenca,
como a sindrome toréxica aguda (STA), ulcera de membros inferiores, priapismo e
vasculopatias (Figura 2) (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; SUN; XIA, 2013;

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; KATO, 2015).

Figura 2: Eventos fisiopatologicos relacionados a hemdlise intravascular na anemia
falciforme e consequéncias clinicas
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No esquema podemos observar a polimerizacdo da Hb S com consequente falcizacdo eritrocitaria como
processo primario no desencadeamento de eventos fisiopatoldgicos. A hemolise e a vaso-oclusdo sdo dois
mecanismos intimamente relacionados. Com a hemdlise e a liberagdo de Hb plasmatica, ocorre a deple¢édo
de NO e consequente disfuncdo endotelial, que somada ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo,
inflamacdo e a vaso-oclusdo, refletem os fen6tipos clinicos da doenca, como crises de dor e sindrome
tordcica aguda, entre outros. Os eventos fisiopatoldgicos, somados ao extravasamento do contetdo
intracelular, provocam diminuicdo na concentracdo de O; circulante favorecendo a hipdxia. (Adaptado de

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
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Embora as condicdes clinicas desencadeadas pelos eventos fisiopatoldgicos sejam
caracteristicas fenotipicas da doenca (BALLAS, 2012), essas se manifestam de modo
heterogéneo e com gravidade variavel entre os individuos. Frente a essa complexidade
fenotipica, a ocorréncia de hemolise é um importante aspecto ser considerado quanto a
variabilidade fisiopatologica e fenotipica (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).
Portanto, a avaliacdo do perfil hemolitico dos individuos com AF, é uma conduta
importante durante a rotina clinica, a fim de auxiliar na conduta clinico-laboratorial.

Além dos fatores ambientais que influenciam o perfil hemolitico desses
individuos, como condicdes de normoxia/hipoxia e niveis de hidratacao, fatores genéticos
também merecem ser considerados. Os niveis de Hb F e a coeranga com alfa talassemia
sdo moduladores genéticos com efeito protetor para os individuos Hb SS, garantindo na
maioria dos casos, menos complicacdes clinicas (STEINBERG, 2005; STEINBERG,
2009; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). As taxas de hemolise na AF sdo
constantes, mas heterogénea entre os individuos, muitas vezes reflexo dos moduladores
genéticos de gravidade descritos acima (TAYLOR et al., 2008). Assim, o estabelecimento
do perfil hemolitico, assim como a presenca de moduladores que afetam o processo de

hemolise, devem ser considerados para conduta clinica desses individuos.

1.4. MALARIA POR PLASMODIUM VIVAX

A malaria humana é considerada a doenca parasitaria mais importante em todo o
mundo por estar relacionada com as maiores causas de morbidade e mortalidade em
muitos paises tropicais e subtropicais (QUINTERO et al., 2011; RAPOSO et al., 2013;
WHO, 2016). Uma infeccdo de manifestacdo principalmente aguda, a malaria humana é
causada pelo protozoario do género Plasmodium. Atualmente, sdo conhecidas seis
espécies de parasitos que infectam o homem; o Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale , Plasmodium knowlesi e Plasmodium
simium, esse ultimo observado como parasito humano apenas em experimentos in vitro,
até o momento (MOYES et al., 2014; BRASIL et al., 2017).

Quase metade dos casos de malaria da América Latina ocorrem em territorio
brasileiro, consequéncia da infeccdo de apenas quatro espécies de parasitos:
P.falciparum, P.vivax e P. malariae e P. simium, sendo os dois primeiros 0os mais
prevalentes e associados aos maiores indices de mortalidade/viruléncia e disseminagéo
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; SIVEP-MALARIA, 2017). Entre 0s casos
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positivos, aproximadamente 99,0% estdo distribuidos na regido Amazobnica, area
endémica e de alta transmisséo, com prevaléncia de aproximadamento 88,0% dos casos
resultados de infecgédo por P. vivax (ANDRADE et al., 2010; AREVALO-HERRERA et
al., 2012; RAPOSO et al., 2013). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), o P.
vivax representa um problema mundial para a saude publica e, somente no ano de 2017,
foi a causa de aproximadamente 8850,00 mil de casos e mais de 3100 6bitos (WHO, 2016;
WHO 2017).

O ciclo de vida dos parasitos causadores da malaria humana € similar entre as
especies (ciclo heteroxénico), no qual o homem é o hospedeiro intermediario (fase
assexuada) e fémeas do mosquito do género Anopheles sédo hospedeiros definitivos (ciclo
sexuado). O ciclo pode ainda ser dividido em fase pré-eritrocitica ou hepatica, fase
eritrocitica e fase esporogdnica sexuada (TUTEJA, 2007). Durante a fase eritrocitica, 0s
parasitos no estdgio de merozoito, hospedados no eritrocito, desenvolvem-se
assexuadamente, provocando alteracdo da estabilidade e morfologia do eritrdcito, e
culminando na ruptura dessas células (Figura 3). E nessa fase hemolitica que os primeiros
sintomas da doenca comecam a aparecer, em especial a cefaleia, febre e calafrios, além
de sudorese e anemia (MILLER et al., 2002; ENGWERDA; GOOD, 2005; HOWES et
al., 2016).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasito Plasmodium
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A infeccdo no hospedeiro humano inicia-se quando a fémea do mosquito Anopheles inocula os esporozoitos
(formas infectantes do parasito), que entram na corrente sanguinea e atingem o figado (fase pré-eritrocitica
ou hepética - A). Durante a infeccdo dos hepatécitos, cada esporozoito desenvolve-se em milhares de
merozoitos, que sdo liberados na corrente sanguinea apds o rompimento dos hepatdcitos, e infectam os
eritrécitos, onde iniciam a multiplicagdo assexuada até o rompimento da célula (fase eritrocitica — B). No
ciclo de vida do P. vivax os esporozoitos podem dar origem aos hipnozoitos, que permanecem latentes nos
hepatécitos, desenvolvendo-se meses ou anos mais tarde. Por fim, para completar o ciclo de vida no
hospedeiro humano, formas sexuais do parasito, denominadas gametocitos, desenvolvem-se, também
dentro dos eritrocitos e, devido ao novo repasto sanguineo pela fémea do mosquito, perpetua o ciclo sexual
no inseto. No estbmago do mosquito, gametocitos se unem e geram zigotos 0s quais tornam-se moveis e
alongados, denominando-se oocinetos. O zigoto, por sua vez, invade a parede do intestino médio do
mosquito e se desenvolve em oocistos, crescendo até se romperem e liberam novos esporozoitos, que se
estabelecem nas glandulas salivares do mosquito, onde estdo disponiveis para inoculagdo em um novo
hospedeiro. O ciclo é ent#o reiniciado. Adaptado de LOPEZ et al., 2010.
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Complicacdes clinicas e mortalidade nos casos de infecgdo por P. vivax em areas
endémicas, caracteristica pouco comum dessa infecgdo num passado ndo muito distante,
tém sugerido a maléaria por P.vivax como doenca grave e até mesmo fatal (KOCHAR et
al., 2009; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; LACERDA et al., 2012; BAIRD, 2013).
Embora de fisiopatologia pouco conhecida, a progressao e o agravamento da malaria por
P. vivax estdo associados principalmente ao estabelecimento de anemia intensa, muitas
vezes consequente de episddios de hemolise acentuada. (ALEXANDRE et al., 2010;
QUINTERO et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012).

A ruptura dos eritrécitos devido a infeccdo parasitaria prejudica o transporte de
oxigénio, contribuindo para condicdo de hipoxemia, que é uma das alteracGes fisiologicas
mais significativas no estabelecimento das consequéncias clinicas no hospedeiro
(HALDAR et al.,, 2007; FENDEL et al., 2010). Somado a isso outros eventos
fisiopatoldgicos, desencadeados pela hemolise, como inflamacdo, estresse oxidativo e
danos endoteliais, influenciam significativamente no estabelecimento das condic¢des
clinicas (CARVALHO et al., 2010; YEO et al., 2010; AKINOSOGLOU; SOLOMOU,;
GOGOS, 2012). Por esse motivo, quanto a classificacdo etioldgica das anemias
hemoliticas, essa parasitose é classificada como ‘’anemia hemolitica adquirida’’
(DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004; BROADWAY-DUREN; KLASSEN,
2013).

Devemos considerar que a gravidade clinica entre os individuos de areas
endémicas pode ser complexa e com influéncia multifatorial. Entre essas estad a
participacdo de fatores genéticos, como a co-heranca com hemoglobinopatias e a
deficiéncia de G6PD (RAMOS-JUNIOR et al., 2010; HEDRICK, 2011). Sendo assim, é
importante a investigacdo dessas comorbidades nas casuisticas de malaria por P. vivax de
areas endémicas, uma vez que também podem ser fatores influenciadores na

heterogeneidade fenotipica.
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1.5. VARIANTES GENETICAS

Estudos de associacdo de genomas amplos (GWAS) mostram que 0s aspectos
genéticos individuais e as diferentes caracteristicas étnicas das populacGes, desempenham
influéncia no perfil clinico de individuos que apresentam as mesmas afeccGes
(CARDON; BELL, 2001; PENA et al., 2011; LETTRE, 2012).

Seja pela complexidade clinica e heterogeneidade fenotipica entre os individuos
com AF, ou pela heterogeneidade da presenca de anemia e complicac@es clinicas nos
casos de maléria por P. vivax, a investigacdo de fatores genéticos também deve ser
considerada no estudo dessas condigdes (LOPEZ et al., 2010; STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012; HABARA,; STEIMBERG, 2016). Como o processo de hemolise €
uma condicdo comum entre a AF e a maldria, a investigacdo de variantes genéticas de
genes que expressam proteinas relacionadas ao processo hemolitico, propicia a busca por
moduladores genéticos para essas doencas. Nesse contexto, elencamos alguns genes
especificos descritos a seguir.

Hypoxia-inducible factor (HIF)

A hipoxemia esta presente em ambas as doencas consideradas nesse estudo. As
respostas celulares adaptativas desencadeadas pela diminui¢éo das taxas de Hb circulante,
podem influenciar no perfil hemolitico dos individuos, de acordo com a etiologia da
hemolise.

A proteina HIF-1 pertence a uma familia de fatores de transcricdo, que
desempenham papel importante na homeostase do oxigénio. Duas subunidades compGem
essa proteina, HIF-1a. ¢ HIF-1B, que quando juntas, ativam a transcricdo de genes
relacionados com a proliferacdo e manutencéo celular, com repostas inflamatérias e com
0 processo de angiogénese (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

A subunidade HIF-1a é transcrita a partir do gene HIF1A localizado no l6cus
génico 14921-24. A ativacdo transcricional dessa subunidade, devido sua alta
sensibilidade pelo oxigénio, garante que essa proteina seja considerada um potencial
marcador enddgeno de hipoxia (TANIMOTO et al., 2003). Quando em condicGes de
normoxia, a proteina HIF-1a ¢ rapidamente degradada, enquanto que em condigdes de
hipoxia, a hidoxilacdo dessa subunidade é inibida, permitindo sua dimerizagdo a
subunidade HIF-1B. A juncdo das duas subunidades, ativa entdo a transcricdo de genes
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que atuardo nos mecanismos de respostas celulares adaptativos frente a condigdo de
hipoxia, além de ser uma proteina precursora na expressao de genes responsaveis pela
sintese de moléculas vasoativas (ZEPEDA et al., 2013).

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) C1772T (rs11549465) localizado no
éxon 12 do gene HIF1A ja esteve relacionado com o aumento da atividade transcricional
da HIF-1 o (BAHADORI et al., 2010), 0 que nos sugeri o papel dessa variante genética
como potencial influenciadora na expressdo génica e no potencial de resposta hipdxia-

dependente das células.

Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS)

O oxido nitrico (NO) é uma molécula com atividade vasodilatadora enddgena, que
desempenha papel importante na homeostase endotelial. Enzimas responsaveis pela
sintese de ON sdo codificadas pelo gene NOS, que apresenta trés isoformas: endotelial -
eNOS, neuronal-nNOS e induzivel-iINOS. A expressdo do gene eNOS, localizado no
cromossomo 7qg35-36, ocorre principalmente no tecido endotelial e em menor proporc¢éo
nos granuldcitos, mondcitos, linfécitos e eritrdcitos, sendo, portanto, o gene responsavel
pela sintese da proteina precursora da sintese desse gas, no tecido sanguineo (NISHANK,
2013; CORTESE-KROTT et al., 2012).

Em doencas as quais a hemdlise intravascular esta presente, os niveis de NO
podem estar diminuidos devido a presenca de Hb plasmatica e consequente deplecdo
desse gas. Entretanto, a presenca de variantes genéticas do gene eNOS ja foram
relacionadas com a reducdo da sintese de ON, como a variante genética de repeticdo de
namero de cépias (VNRT) 4adb (rs61722009 - uma sequéncia de repeticGes de 27 pares
de base), localizado no intron 4. A presenca dos genotipos 4ada e 4adb ja estiveram
associados a menores taxas de expressdo génica, em relagdo ao genotipo 4bdb
(TSUKADA et al., 1998). A presenca do SNP 894G>T (rs1799983) localizado no éxon
7, resultante da substituicdo do aminoacido glutamina por uma asparagina, embora néo
associado diretamente com a sintese proteica, na presenca de ao menos um alelo mutante
(gendtipos GT e TT), pode favorecer a clivagem proteolitica diminuindo a
biodisponibilidade de ON (TESAURO et al., 2000).

Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3)
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As talassemias do tipo alfa, caracterizadas pela reducéo parcial ou total da sintese
de cadeias do tipo alfa globina, quando coerdada com a AF (STEINBERG; SEBATIANI,
2012) e com maléria por P. vivax (ALLEN; O’DONNELL; ALEXANDER, 2010)
garante aos individuos caracteristicas fenotipicas mais brandas, com condic¢es clinicas
menos graves. Algumas variantes do gene Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3)
foram indicadas como fatores genéticos que influenciam a expressao do cluster alpha
globinio (HBA1/HBA2), culminando em condi¢do semelhante as observadas nas alfa
talassemias (MILTON et al., 2013). O NPRL3 € um dos trés principais genes constitutivos
do dominio alpha globinico (RHBDF1, MPG e NPRL3) em aves e mamiferos, 0s quais
pertencem aos sitios regulatorios responsaveis pela expressao do HBA1/HBA2 (HUGHES
etal., 2005; IAROVAIA et al., 2014).

O estudo de Milton e cols (2013) mostrou associacdo do SNP rs7203560 (T/G)
com menores indices hemoliticos em individuos com AF, sugerindo essa variante como
um possivel marcador genético de hemolise. Estudo com o SNP rs7203560 mostrou forte
desequilibrio de ligacdo com variantes genéticas localizadas na regido intrénica do gene
NPRL3, onde também estdo os principais elementos regulatorios do cluster HBA1/HBA2
(HS-48, HS-30 e HS-33) (BARRET et al., 2005). Milton e cols (2013) sugerem que 0
papel protetor dessa variante, bem como seu papel como modulador de hemélise, merece
ser investigado em diferentes doencas com etiologias hemoliticas distintas.

Embora com etiologia distintas, a hemdlise € um evento fisiopatolégico comum
entre as doencas abordadas nesse estudo. Frente aos estudos que evidenciam que a
hemolise € um mecanismo relacionado com a gravidade clinica, a investigacdo da
influéncia de parametros bioquimicos e genéticos no estabelecimento do perfil hemolitico
nesses individuos, é valida e promissora na busca por moduladores nessas doencas. Além
disso, relacBes singulares entre os marcadores bioquimicos e genéticos com os perfis
hemoliticos, de acordo com a doenca, poderdo auxiliar no entendimento da variabilidade

fenotipica e no direcionamento da conduta clinica.
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2.1. Objetivo geral

Verificar a relagdo de marcadores genéticos e bioquimicos relacionados com as vias

de hemolise e hipdxia em diferentes perfis etioldgicos de hemolise, utilizando como

modelos individuos com maléria por P. vivax e anemia falciforme.

2.2. Objetivos especificos

1.

Caracterizar o perfil hemolitico dos grupos de estudo a partir de parametros
hematoldgicos e marcadores bioguimicos de hemdlise;

Quantificar e comparar os niveis de hemdlise intravascular e hipoxia em ambos
0S grupos de estudo;

Avaliar a correlacdo entre os marcadores bioquimicos de hemélise e hipdxia;
Rastrear variantes genéticas dos genes HIF1A, eNOS e NPRL3, e avaliar
comparativamente, as frequéncias alélicas e genotipicas entre os dois grupos
estudados;

Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos sobre os perfis hemolitico e

hipdxico dos grupos estudados.
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3.1. Definicéo dos grupos de estudo

A casuistica deste projeto foi dividida em dois grupos de estudo, classificados de
acordo com a etiologia da hemolise. O primeiro grupo foi composto por individuos com
diagnédstico de AF, uma anemia hemolitica consequente de alteragdes bioquimicas e
fisicas nos eritrocitos, diminuindo o tempo de vida dessas células, e o estabelecimento de
hemolise cronica. A coleta das amostras foi realizada de modo ativo, por meio de visitas
semestrais ao hospital em que os pacientes realizam acompanhamento clinico. O segundo
grupo foi constituido por individuos com maléria por P. vivax, uma parasitose na qual o
alvo séo os eritrocitos (reticuldcitos), ocasionando a ruptura dos mesmos e culminando
em hemdlise aguda. A obtencdo dessas amostras foi realizada por meio de coleta passiva,
ou seja, de individuos que buscaram atendimento no posto de notificacdo de malaria,
frente a presenca dos sintomas clinicos da doenga. Assim, uma vez que as manifestaces
clinicas surgem durante a fase eritrocitica do ciclo do parasito, podemos inferir que a
hemolise esteve presente entre os eventos fisiopatolégicos no momento da coleta das

amostras.

3.2. Casuistica

Anemia falciforme

O grupo de estudo foi composto por 300 individuos com AF com idade mediana
de 23 anos (minimo de 11 e maximo de 72 anos) e sem distin¢do de género (162 mulheres
e 138 homens). Todos se encontravam em acompanhamento no HEMORIO — Instituto
Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcante, no estado do Rio de Janeiro, 0
qual esté localizado na regido Sudeste brasileira. O HEMORIO possui colaboragdo com
0 Departamento de Saude do Estado, sendo a instituicdo responsavel pelo screening das
hemoglobinopatias do Programa de Triagem Neonatal do estado, além do gerenciamento
e tratamento dos individuos com DF. Critérios de inclusdo foram adotados a fim de
minimizar a influéncia de variaveis externas e permitir o estudo com individuos em estado
estacionario da doenca, sendo: individuos sem histérico de admissdo hospitalar para

tratamento de crises algicas ou eventos vaso-oclusivos ha menos de quatro semanas da
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data da coleta; auséncia de transfusdo sanguinea a menos de 60 dias e com niveis de Hb
A menores que 10%; auséncia de historico de doencas intercorrentes como infeccdes e
inflamagdes, auséncia de uso de anti-inflamatdrios e antibidticos durante as quatro
semanas anteriores a coleta de amostra (BALLAS, 2012). Apesar da nossa tentativa de
evitar influéncias externas, durante a coleta das amostras, nos deparamos com uma
quantidade significativa de individuos que faziam uso de Hidroxicarbamida (HC) por
pelo menos seis meses. A HC é um agente citostatico e inico medicamento autorizado
pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de individuos com AF.
Afim de alcancar uma casuistica significativa, consideramos a coleta das amostras que
faziam uso de HC. Entretanto, o uso do medicamento esté relacionado, na maioria dos
casos, com o favorecimento significativo nas manifestacdes clinicas do individuo, seja na
reducdo de crises vaso-oclusiva, ou no aumento dos niveis de Hb F, caracteristicas que
podem amenizar o quadro hemolitico (SERJEANT, 2014; MOREIRA et al., 2016).
Assim, o uso de HC foi considerado durante o estudo, e essa covariavel sera melhor
caracterizada adiante.

O Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematologicas
(LHGDH) do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP de S&o José do
Rio Preto, onde foi realizada a pesquisa, possui convénio de colaboracdo didatico-
cientifica com o HEMORIO, formalizado pelo processo de nimero 000054/33/01/2012

Maléria por P. vivax

O grupo de individuos com malaria por P. vivax foi formado por 119 individuos
adultos, sem distin¢do de género (86 homens e 33 mulheres), com idade mediana de 32
anos (minimo de 18 e maximo de 60 anos). As amostras foram obtidas no municipio de
Itaituba-PA, pertencente a Mesorregido do Sudoeste Paraense e localizado na regido
Norte brasileira (latitude 04°16'34" sul e a uma longitude 55°59'01" oeste), com populacao
estimada em 98.523 habitantes (IBGE, 2017). No ano de 2017 foram notificados mais de
2122 casos de malaria no municipio, dos quais cerca de 80% foram causados por P. vivax,
relatados pelo boletim epidemioldgico do SIVEP-Malaria (Sistema de Informacéo de
Vigilancia Epidemioldgica da Malaria) (SIVEP-MALARIA, 2017). O indice Parasitario
Anual (IPA= NOmero de exames positivos de malaria por local provavel de
infeccdo/Populagdo total residente no periodo determinado x 1000) para malaria nos anos

de 2015 e 2016, periodo no qual ocorreu a coleta das amostras, foi de 26,7 e 36,6 casos/mil
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habitantes, respectivamente, caracterizando o municipio de Itaituba, como um local
médio risco de transmissao de maléria nesse periodo.

Para formacao do grupo de estudo, apds os testes de Gota Espessa e Nested PCR
(SNOUNOWU et al., 1992) para confirmacgéo do diagnostico, critérios de inclusdo foram
adotados, sendo selecionados: individuos com Gota espessa positiva para P. vivax,
independente da quantificagdo da parasitemia; ser nativo da &rea de estudo; auséncia de
hemoglobinopatias (HbAA); auséncia do uso de antimalarico nos 30 dias anteriores a
coleta; auséncia de doencas degenerativas, tuberculose e leishmanioses e infeccdo por

helmintos.

3.3. Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) dos
Institutos envolvidos com a pesquisa: HEMORIO — processo 000054/33/01/2012 (Anexo
A), UNESP - parecer 948.491 (Anexo B) e Instituto Evando Chagas SVS/MS — parecer
654.999) (Anexo C), atendendo as normas vigentes no pais. A coleta das amostras,
sempre realizada por profissional habilitado, somente ocorreu ap6s os individuos
receberem esclarecimentos e manifestarem sua concordancia em participar da pesquisa,
por meio da assinatura do Temo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme
estabelecido pela Resolucdo CNS 466/12. Os individuos participantes da pesquisa
estiveram sujeitos a risco minimo, com possibilidade de dor e hematoma no local da
puncao venosa decorrente da coleta da amostra.

Todas as informac0es fornecidas e os resultados obtidos nos exames laboratoriais
foram mantidos em sigilo, sendo divulgados apenas em reunides e revistas cientificas. A
analise dos prontudrios para obtencdo dos dados clinicos utilizados no estudo, foi sempre

acompanhada pelos clinicos responsaveis pelos pacientes.

3.4. Testes experimentais

Os testes experimentais foram desenvolvidos no LHGDH, do Departamento de
Biologia sediado na “’Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho’> (UNESP) —
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE), Campus de S&o Jose do Rio
Preto, SP. Cada amostra de sangue total coletada foi armazenada em duas aliquotas, sendo

uma destinada a caracterizagdo do perfil hemoglobinico e extracdo de DNA para analises
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moleculares, e outra centrifugada para obtencdo do plasma, o qual permaneceu
armazenado a -80°C para posterior quantificacdo das proteinas plasmaticas.

Somado aos testes experimentais, dados laboratoriais referentes a avaliagdes de
parametros hematoldgicos e hemoliticos, foram obtidos a partir de anélise de prontuérios
médicos e sistema hospitalar. Esses dados resultaram de analises laboratoriais realizadas
durante a rotina clinica dos individuos que compuseram os grupos de estudo, no periodo
em que ocorreram a coleta das amostras.

As metodologias utilizadas estdo brevemente descritas abaixo.

3.4.1. Perfil hemoglobinico e diagndstico de AF

As amostras foram submetidas aos testes laboratoriais classicos para analise do
perfil hemoglobinico, seguido de anélises moleculares para diagnéstico de AF, quando
sugerido. Os testes classicos de diagnostico estdo descritos abaixo, cujos protocolos
encontram-se no APENDICE A.

Analise da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Analise do esfregaco sanguineo a fresco no microscopio de luz (objetiva de 40x).
A técnica é utilizada para avaliar o tamanho e forma dos eritrocitos, bem como a

quantidade de hemoglobina no interior das células.

Resisténcia dos eritrocitos a hemolise (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Teste realizado em solucdo de NaCl 0,36% afim de avaliar a resisténcia dos
eritrocitos. Quando normais, os eritrocitos sofrem hemolise nessa solucdo salina,
enquanto eritrocitos microciticos tendem a ser mais resistentes, apresentando resultados
positivos ao teste. E um teste seletivo de talassemias, em que 97% das talassemias beta

apresentam positividade nessa concentracao.

Padrao de migracédo das hemoglobinas em eletroforese de pH alcalino (MARENGO-
ROWE, 1965) e pH &cido (VELLA, 1968).

Hemolisados de sangue total, com saponina, foram submetidos a eletroforeses em
tampdo TRIS/EDTA/Borato (pH 8,6) em fitas de acetato celulose e em tampéo

FOSFATO (pH 6,2) em gel de agar. Por meio dessas técnicas € possivel identificar
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hemoglobinas normais e parte das hemoglobinas anormais mais frequentes, por meio dos
padrdes de mobilidade eletroforética diferentes da Hb A. A realizacéo da eletroforese em
pH &cido é importante pois auxilia na diferenciagdo de hemoglobinas que migram em

posicBes semelhantes na eletroforese em pH alcalino.

Quantificacdo das fracbes de hemoglobinas por cromatografia liquida e alta
performance (HPLC) — Equipamento Ultra 2 (Trinity Biotech).

Para essa analise foi utilizado o equipamento Ultra 2 com o kit Resolution para
quantificacdo das fragdes hemoglobinicas e identificagdo de hemoglobinas variantes. A
técnica consiste na quantificacdo e caracterizacao das fragdes de Hb por meio dos padroes
de absorbancia versus tempos de retencdo, em um sistema fechado de cromatografia
liquida de troca ibnica. Cada Hb tem um tempo de retenc¢do caracteristico que é expresso
na forma de cromatogramas. Ao final da anélise, uma copia do cromatograma e os dados
referentes ao perfil hemoglobinico, bem como as quantificagbes de cada fracdo
hemoglobinica, sdo emitidos.

Os individuos com malaria que apresentaram padrdo anormal de hemoglobinas,
foram excluidos do grupo. Os individuos o perfil hemoglobinico sugestivo de AF foram
direcionados para as analises moleculares para confirmacdo do diagnostico. Os testes
realizados para o diagnostico molecular de AF estdo descritas a seguir, com protocolo
detalhado no APENDICE B.

Extracdo de DNA (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 1989)

O DNA gendmico utilizado nas analises moleculares foi obtido a partir de
leucdcitos de sangue periférico por meio da técnica de fenol-cloroférmio seguido de
precipitacao por etanol. A metodologia consiste na obtencao do acido desoxirribonucleico
por meio da desnaturacgdo proteica, as quais ficam aderidas a fase orgéanica da solugdo. O
DNA, diluido na porcdo aquosa, sofre precipitacdo apo6s adicdo de etanol, sendo
facilmente separado por centrifugacdo. O material genético foi entdo ressuspendido em
solugdo aquosa sendo, posteriormente quantificado e qualificado, por analise em
espectrofotobmetro (NanoDrop® ND-1000). Essa metodologia de obtencdo de DNA foi
escolhida pela 6tima qualidade do produto final, adequado para aplicacéo de analises de

biologia molecular. O protocolo na integra esta descrito no APENDICE B.
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PCR-RFLP para identificacdo de Hb S (SAIKI et al., 1985)

A identificacdo da mutagdo caracteristica da Hb S, foi realizada por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de analise de fragmentos de
restricdo (PCR-RFLP), que se resume em amplificacdo do fragmento que contém a
mutacdo, seguida de digestdo enzimatica e visualizacdo em gel de agarose por meio da
técnica de eletroforese. Os diferentes padrdes de amplificacéo e digestdo enzimatica nos
permitiu identificara presenca do genétipo em homozigose para Hb S, ou seja, diagndstico
de AF.

3.4.2. Caracterizacao do perfil hemolitico e hipoxico

Parametros hematoldgicos e bioquimicos de hemolise

Para caracterizagdo do perfil hemolitico dos individuos dos grupos de estudo
foram considerados parametros hematoldgicos, parametros bioquimicos de hemdlise
comumente adotados na rotina laboratorial bem como a dosagem dos niveis de Hb
plasmatica.

Os parametros avaliados entre os individuos com AF foram obtidos por meio de
analises a prontuarios médicos e sistema hospitalar, a partir de visitas ao HEMORIO. Os
parametros hematoldgicos considerados foram: Hb total (g/dL), GV (M/uL), Ht (%),
VCM (fL) e HCM (pg), todos obtidos por equipamentos (Cell-Dyn Ruby), assim como
os valores absolutos (Ret. Abs — K/ul) e percentuais (Ret. Rel - %) de reticuldcitos.
Quanto aos marcadores bioquimicos de hemdlise, foram considerados os niveis
enzimaticos de LDH e AST, quantificados por métodos enzimaticos (AU680 Chemistry
System, Beckman Coulter Inc., Jersey, NJ, USA), e quantificacdo de Bil. Ind. obtida pelo
método 2,4- diclorofenil diazonio (Beckman coulter AV680).

Para os individuos com malaria, os parametros hematologicos considerados foram
Hb total (g/dL), GV (M/uL), Ht (%), VCM (fL) e HCM (pg), também obtidos por
equipamentos automatizados. Para esse grupo, 0s parametros bioguimicos de hemdlise
considerados foram os niveis enzimaticos de AST e os valores de Bil. Ind., ambos obtidos

a partir da analise dos prontuarios clinicos dos individuos.
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Quantificacao dos niveis plasmaticos das proteinas Hb livre e HIF1A

Para ambos o0s grupos as quantificacdes das proteinas Hb plasmatica (Hemoglobin
Human ELISA Kit — ab157707) e HIF1A (HIF1A Human ELISA Kit — ThermoFisher
scientific), foram obtidos por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica, seguindo o0s

protocolos sugeridos pelo fabricante.

3.4.3. Analise das variantes genéticas

Ambos o0s grupos de estudos foram genotipados para todas as mutacOes
investigadas nesse estudo.

As analises moleculares para os SNP rs7203560 (gene NPRL3), rs1799983 (gene
eNOS) e rs11549465 (gene HIF1A) foram realizados por meio da técnica de PCR-RFLP,
enquanto que para a mutagcdo VNTR rs61722009 (4a4b - gene eNOS), a identificacdo foi
realizada por meio de PCR seguida de eletroforese e avaliacdo dos diferentes padrdes de
fragmentos amplificados, de acordo com o tamanho do alelo. Os oligonucleotideos
iniciadores, assim como os protocolos de amplificacdo e digestdo enzimatica estdo
descritos no APENDICE C.

3.5. Analise estatistica

Os softwares utilizados para as analises dos dados foram o Statistica 8.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA) e GraphPad Prisma versdo 5.01 para Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade e
homocedasticidade por meio do Normal Probability Plots of Residuals e teste de Levene,
respectivamente. Os parametros hematologicos e hemoliticos foram comparados entre os
subgrupos estabelecidos dentro de cada grupo de estudo por meio de General Linear
Models (GLM). Esse modelo nos permitiu avaliar os dados por meio de combinacdes de
variaveis dependentes (parametros avaliados) e variaveis categoricas (classificagao
dentro de cada grupo de estudo): uso e ndo uso de HC entre os individuos com AF; e
homem e mulher entre os individuos com malaria. Essa andlise também nos permitiu
adotar covariaveis, ou seja, varidveis que pudessem exercer influéncia nas varidveis
avaliadas. O modelo de GLM também foi adotado para avaliar a associacdo das variantes

genéticas com os perfis hemoliticos e de hipoxia, considerando as covaridveis idade,
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géneros, niveis de Hb F e uso ou ndo de HC para os individuos com AF, e idade e género
para os individuos com maléria. Para as andlises de correlagdo entre pardmetros de
hemolise e hipoxia foi aplicado teste de correlagdo de Sperman (dados ndo paramétricos).
Por fim, para analise comparativa das frequéncias alélicas e genotipicas das variantes
genéticas entre os grupos, foi aplicado os testes de Qui-Quadrado e Exato de Fisher. O

valor de significancia adotado foi em p<0,05.
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Os resultados a seguir estdo sequencialmente apresentados, de acordo com 0s
objetivos propostos. Entre as anélises realizadas para obtencdo desses resultados, o

numero amostral difere, devido a intercorréncias nos processos analiticos.

4.1. Caracterizacao dos indices hematologicos e perfil de hemolise

Anemia falciforme

A caracterizacdo hematologica e hemolitica do grupo de individuos com AF, esta
apresentada na Tabela 1. Como mencionado anteriormente, na composi¢do do nosso
grupo de estudo, alguns individuos faziam uso de HC. Considerando a possivel influéncia
do tratamento no estabelecimento do perfil hemolitico desses individuos, esse grupo de
estudo foi inicialmente subdividido em: individuos que faziam uso de HC (HC+) e os que
ndo faziam uso (HC-). Ainda é importante ressaltarmos que os valores de Hb F, idade e
género, foram adotados como covariaveis, sendo corrigidas durante a comparacao dos
parametros

Os valores de GV, HCM, Ret. Rel, Ret. Abs, e das enzimas LDH e AST, estiveram
significativamente diferentes entre os subgrupos. Assim, a fim de diminuir as variaveis
externas capazes e influenciar as préximas analises, adotamos o uso ou nao de HC como
mais uma covariavel a ser considerada.

Embora nem todos os parametros avaliados tenham sido diferentes entre os
subgrupos, tanto os indices hematolégicos como os marcadores de hemolise estiveram

fora dos valores de normalidade, caracterizando a ocorréncia de hemélise cronica na AF.
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Tabela 1: Caracterizacdo do perfil hematoldgico e hemolitico dos individuos com anemia
falciforme.

Anemia falciforme

HC + HC -
N=67 N=172 p*
Média (xE.P) Média (xE.P)

Idade** 23 (11-72) 23(11-61) -
GV M/uL 2,40 (+ 0,05) 2,60 (+0,04) 0,010
Hb g/dL 8,26 (+0,13) 8,20 (+ 0,09) 0,838
Ht (%) 23,71 (+ 0,53) 23,84 (£ 0,51) 0,758
VCM (fL) 99,77 (+ 1,54) 90,64 (+ 0,78) <0,001
HCM (pg) 34,70 (£ 0,61) 31,94 (+0,30) <0,001
Ret. Rel (%) 8,85 (+ 0,45) 10,09 (+0,23) 0,020
Ret. Abs (K/uL) 191,74 (% 10,30) 263,30 (x 7,56) <0,001
LDH (U/L) 438,65 (+ 22,60) 701 (+34,10) <0,001
AST (U/L) 31,20 (£ 1,30) 42,67 (£ 1,46) 0,001
BI. (mm/dL) 2,50 (% 0,20) 2,65 (£ 0,13) 0,633
Hb plasmatica (g/dL) 0,008 (+4,40) 0,01 (x5,20) 0,568

EP: erro padrdo; GV: glébulos vermelhos; Hb: hemoglobina total; Ht: hematdcrito; VCM: volume corpuscular

médio; HCM: hemoglobina corpuscular média.

Valores de normalidade estimados com base no intervalo do menor e maior valores entre homens e mulheres.

GV (4,5-6,0); Hb (12,0 — 16,0); Ht (36,0 — 50,0); VCM (80,0 — 94,0); HCM (27,0 — 32,0).

Ret. Rel = reticuldcitos relativos (porcentagem de reticuldcitos); Ret. Abs = reticulécitos absolutos; LDH = enzima
lactato desidrogenase; AST: enzima aspartato aminotrasnferase; Bil. Ind = bilirrubina indireta (bilirrubina néo
conjugada); Hb livre = hemoglobina plasmética.

Valores de referéncia: LDH (< 480 U/L); AST (< 31 U/L); ALT (<31 U/L); Bil. Ind. (< 0,7 mg/dL); Hb plasmatica
(0,005g/dL) (Steinberg et al., 2013).

M/uL: milhdes por microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: fentolitros; pg: picogramas; K/uL: mil por microlitros;
U/L: unidades por litro; mm/dL: miligramas por decilitros.

* A comparacdo dos dados foi realizada por modelo GLM, considerando p<0,05 como significativo.

** Para o céalculo da idade foi utilizado mediana com minimo-méaximo

Malaria por P. vivax

Para os individuos com diagndstico de malaria, os resultados estdo apresentados
na Tabela 2. Para a comparacao dos parametros avaliados nesse grupo, os individuos
foram inicialmente divididos quanto ao género, sendo formado os subgrupos homens
versus mulheres. A idade foi adotada como covariavel e corrigida durante a comparacao
dos dados.

Os valores de Hb, Ht, GV, Bil. Ind. e os niveis Hb plasmatica, apresentaram
diferenca significativa entre os subgrupos, sugerindo que o género é mais uma importante
covariavel a ser considerada nas proximas analises.

Na avaliacdo hematologica, todos os indices estiveram dentro dos valores de
normalidade, indicando a auséncia de anemia estabelecida no momento da coleta da

amostra. No entanto, entre os marcadores bioquimicos de hemdlise, os valores AST
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estiveram aumentados em ambos os subgrupos, mas em especial entre os individuos do
sexo masculino, no qual também observamos valores aumentados de Bil. Ind. Esses
resultados evidenciam a ocorréncia de hemdlise no momento da coleta das amostras. Os
niveis de Hb plasmatica, também maiores quando comparados ao valor de normalidade,

foram maiores nos individuos do sexo masculino.

Tabela 2: Caracterizacdo do perfil hematoldgico e hemolitico dos individuos com malaria

Malaria vivax

Total Homens* Mulheres* p*
N=119 N=86 N=33
Média (+E.P) Média (zE.P) Média (zE.P)

Idade** 32 (18 - 60) 31,5 (18 - 60) 33(18-55) -
GV M/pL 4,80 (+0,05) 4,87 (+0,06) 4,35 (+0,09) <0,001
Hb g/dL 14,01 (+0,16) 14,48 (+0,18) 13,02 (+0,28) <0,001
Ht (%) 42,33 (+0,48) 43,55 (+ 0,53) 39,15 (+0,84) <0,001
VCM (fL) 89,36 (+ 0,34) 89,40 (+ 0,40) 89,25 (+ 0,63) 0,934
HCM (pg) 29,9 (+0,12) 29,77 (+0,89) 30,07 (+0,35) 0,225
AST (U/L) 35,86 (+ 3,03) 37,58 (+3,72) 31,36 (+5,07) 0,380
BI. (mm/dL) 0,64 (+0,06) 0,73 (+0,08) 0,40 (+0,04) 0,015
Hb. plasmaética (g/dL) 0,013 (+5,52) 0,014 (+6,28) 0,010 (+9,06) 0,008

EP: erro padrdo; GV: glébulos vermelhos; Hb: hemoglobina total; Ht: hematécrito; VCM: volume corpuscular

médio; HCM: hemoglobina corpuscular média..
Valores de normalidade estimados com base no intervalo do menor e maior valores entre homens e mulheres.

GV (4,5-6,0); Hb (12,0 — 16,0); Ht (36,0 — 50,0); VCM (80,0 — 94,0); HCM (27,0 — 32,0).
LDH = enzima lactato desidrogenase; AST: enzima aspartato aminotrasnferase; Bl = bilirrubina indireta (bilirrubina

ndo conjugada); Hb livre = hemoglobina plasmatica.
Valores de referéncia: AST (< 31 U/L); Bil. Ind. (< 0,7 mg/dL). Hb plasmatica (0,005g/dL) (Steinberg et al., 2013).
M/uL: milhdes por microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: fentolitros; pg: picogramas; U/L: unidades por litro;

mm/dL: miligramas por decilitros.
*A comparagdo dos dados entre os subgrupos mulheres versus homens, foi realizada por modelo GLM, considerando

p<0,05 como significativo.
** Para o calculo da idade foi utilizado mediana com minimo-maximo

4.2 Comparacao das taxas de hemolise intravascular e de hipoxia entre 0s grupos
de estudo, e a correlacdo entre os marcadores bioquimicos de hemdlise e hipdxia.

A fim de estudarmos as proteinas envolvidas em vias potenciais influenciadoras
do perfil hemolitico, avaliamos a hemdlise intravascular nos individuos com AF e
malaria, por meio da quantificacdo de Hb plasmatica, bem como a hipdxia por meio da
proteina HIF1A. As quantificacGes das proteinas foram significativamente diferentes
entre os grupos (Figura 4), sugerindo respostas fisiologicas distintas de acordo com a
etiologia e padrdo da hemdlise em cada condig&o clinica.

O grupo de individuos com malaria apresentou niveis 1,7 vezes maiores de HIF1A

(689,82+29,42 pg/mL), quando comparados ao com AF (393,49+22,60 pg/mL). Maiores
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valores de Hb plamastica também foram observados nos individuos com malaria
(0,013+0,0006 g/dL na malaria, e 0,009 +£0,0003 g/dL na AF), caracterizando uma taxa

de hemolise intravascular 1,4 vezes maior nesses individuos.

Figura 4: Anélise comparativa das concentracfes da proteina HIF1A e Hb plasmética
entre 0s grupos de estudo
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Teste estatistico: General Linear Models (GLM), considerando idade, género e HC como covaridveis no
grupo com AF e, idade e género para os individuos com maléria. Valores de p<0,05 como significativos.
A) Comparacdo dos niveis de Hb plasméatica, adotado como marcador especifico de hemdlise intravascular.
B) Comparagao dos valores da proteina HIF1A utilizado como marcador de hipoxia desse estudo. A anélise
de ambos os marcadores revelou maiores valores entre os individuos com diagnostico de malaria.

Dessa forma, a fim de avaliarmos a relagdo entre os marcadores bioquimicos de
hemolise, adotados na rotina clinica desses individuos, com os niveis das proteinas Hb
plasmatica e HIF1A, realizamos o teste de correlacdo de Spearman. A analise foi
realizada em ambos os grupos de estudo, separadamente, e estdo descritas nos subitens

seguintes.

Anemia falciforme

Nesse grupo de estudo foi observada correlagdes positivas entre os marcadores de
hemolise: Ret. Rel. e Ret. Abs; Ret. Rel e Bil. Ind; LDH e AST; LDH e BI; AST e Bl, e
correlagdo negativa entre os valores de Ret. Rel e LDH. Nenhum dos marcadores de
hemolise apresentou correlacdo com os niveis de Hb plasmatica. Em relacdo ao marcador
de hipoxia (HIF1A), apenas para os niveis de LDH houve correlagdo negativa. Os valores

das correlagcdes observadas estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5: Correlacdo entre os marcadores bioquimicos de hemolise e hipoxia em individuos com AF.
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Maléria por P. vivax

Nesse grupo de estudo obtivemos apenas as variaveis AST e BI como marcadores
bioquimicos de hemdlise a serem avaliados, e observamos correlacdo positiva de ambos

com os niveis de Hb plasmatica (Figura 6). Nenhum dos marcadores hemoliticos
estiveram relacionados com os niveis de HIF1A.

Figura 6: Correlagdo entre os marcadores bioquimicos de hemdlise e hipoxia em individuos
com malaria por P. vivax
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Teste estatistico: Correlacéo de Spearman (dados ndo paramétricos). Valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Valores de r positivos indicam correlac6es positivas enquanto valores de r negativos indicam
correlagBes negativas. Cada gréafico corresponde a correlagdo estre duas variaveis, as quais estdo descritas

nas extremidades da figura, referindo-se aos eixos x e y. Os valores limitados por um retadngulo evidenciam
as analises com resultados significativos.
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4.4. Frequéncia genotipica e alélica das mutacGes avaliadas.

Entre as variantes genéticas avaliadas nesse estudo, mutacfes em genes
envolvidos com a expressao de proteinas atuantes em vias relacionadas com respostas
fisiopatoldgicas da hemdlise, foram considerados. Sendo assim, avaliamos o SNP
rs7203560 (gene NPRL3), localizado proximos a regido regulatéria do cluster alfa
globinico; a mutacdo de repeticao rs61722009 (4a4b do gene eNOS) e 0 SNP rs1799983
(894 G>T do gene eNOS), relacionado com a sintese do NO e manutencdo da homeostase
endotelial; bem como o SNP rs11549465 (1722 C>T do gene HIF1A), relacionado as
atividades celulares hipoxia-dependentes. Os resultados estdo apresentados, de modo
comparativo, na Tabela 3.

Apenas as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP rs1799983 (894G>T) (gene
eNOS) foram significativamente diferentes entre os dois grupos de estudo, estando o

gendtipo TT em maior frequéncia entre os individuos com AF (p<0,001). (Tabela 3 e 4).
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Tabela 3: Frequéncia genotipica das muta¢6es: SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009 e SNP rs1799983 (eNOS) e 0 SNP rs11549465

(HIF1A).
Anemia falciforme Malaria por P. vivax
Gene Genotipo Total Freq. Total Freq. p*
(mutac&o) (N=224) genotipica (N=101) genotipica
HIF1A CC 197 87,9% 83 82,2%
(1772CIT) CT 23 10,4% 18 17,8% 0,073
rs11549465 T 04 1 8% 0 0
Gene Genotipo Total Freq. Total Freq. p*
(mutag&o) (N=286) genotipica (N=106) genotipica
eNOS AA 15 5,2% 01 0,9%
(4adb) AB 123 43,0% 41 38,7% 0,086
0
rs61722009 BB 148 51.7% 64 60,4%
(N=279) (N=104)
eNOS GG 199 71,3% 91 87,5%
894G/T GT 73 21,2% 13 12,5% 0,003
(rs1799983) TT 7 2,5% 0 0,0%
Gene Gendtipo Total Freq. Total Freq. p*
(mutacio) (N=300) genotipica (N=104) genotipica
NPRL3 TT 271 90,7% 98 94,2%
(T/G) GT 17 5,7% 05 4,8% 0,347
rs7203560 GG 11 3,7% 01 0,90%

Os resultados foram apresentados de forma comparativa entre os dois grupos de estudo. Para rs11549465: homozigoto selvagem (CC) heterozigoto (CT) e homozigoto mutante
(TT). Para rs61722009: homozigoto selvagem (4ada) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Para rs1799983: homozigoto selvagem (GG) heterozigoto (GT) e

homozigoto mutante (TT). Para rs7203560: homozigoto selvagem (TT) heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (GG).
*Teste estatistico: Qui-Quadrado com p<0,05 significativo caracterizados por nimeros em negrito.
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Tabela 4: Frequéncia alélica das mutagdes: SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009
e SNP rs1799983 (eNOS) e 0 SNP rs11549465 (HIF1A).

Gene Anemia falciforme Malaria vivax
mutacao
HIF1A Total = 448 Total = 202 p*
rs11549465 N % N %
C 417 0,93 184 0,91 0,373
T 31 0,07 18 0,18
eNOS Total =572 Total = 212 p*
(rs61722009) N % N %
4a 153 0,27 43 0,20 0,063
4bh 419 0,73 169 0,80
eNOS Total = 558 Total = 208 p*
(rs1799983) N % N %
G 471 0,84 195 0,94 <0,001
T 87 0,16 13 0,06
NPRL3 Total = 600 Total = 208 p*
rs7203560 N % N %
G 39 0,05 7 0,03 0,093
T 561 0,86 201 0,97

Os resultados foram apresentados de forma comparativa entre os dois grupos de estudo. Para rs11549465
— C: alelo selvagem e T: alelo mutante. Para rs61722009 — 4a: alelo selvagem e 4b: alelo mutante. Para
rs1799983 — G: alelo selvagem e T: alelo mutante. Para rs7203569 — G: alelo selvagem e T: alelo mutante
*Teste estatistico: Qui-Quadrado com p<0,05 significativo caracterizados por nimeros em negrito.
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4.5 Associacao das mutac6es com o perfil hemolitico

Com a finalidade de avaliarmos fatores genéticos como possiveis influenciadores
no perfil hemolitico, investigamos a associacdo das mutacGes descritas acima com 0s
marcadores bioquimicos de hemolise em ambos os grupos. Os resultados estdo mostrados
em tabelas distintas, pois os marcadores adotados para cada grupo foram diferentes.

Anemia falciforme

Entre os individuos desse grupo de estudo, diferencas nos marcadores hemoliticos
de acordo com o padréo genotipico foi observada para ambas variantes genéticas do gene
eNOS. Para 0 SNP rs1799983 (894G>T) (Tabela 5), individuos homozigotos selvagens
(GG) apresentaram 1,3 vezes mais Hb plasmatica do que os individuos portadores de ao
menos um alelo mutante (gendtipos GT e TT), enquanto que para a mutacdo VNTR
rs61722009 (4a4b) (Tabela 6), individuos homozigotos mutantes (4b4b) apresentaram
niveis de Hb plasmatica aproximadamente 1,2 vezes menores.

O SNP rs7203560 do gene NPRL3 ndo mostrou associagdo com o perfil
hemolitico nesse grupo de estudo (Tabela 7).

Tabela 5: Relacdo do SNP rs1799983 (894G/T - eNOS) com os marcadores de
hemolise em individuos com anemia falciforme.

Anemia falciforme

eNOS (894G>T) GT/TT GG
N=53 N=67 p
Ret. Rel (%) 9,60 (+1,38) 10,41 (+0,37) 0,125
Ret. Abs (K/pL) 253,82 (+9,70) 264,41 (+9,16) 0,301
LDH (U/L) 776,02 (+65,27) 682,73 (+ 34,40) 0,195
AST (U/L) 41,50 (£ 2,50) 42,77 (£ 1,45) 0,562
Bl (mm/dL) 2,98 (+0,24) 2,76 (£ 0,18) 0,558
Hb. plasmatica (g/dL) 0,007 (+0,0004) 0,009 (+ 0,0005) 0,043*

Teste estatistico: GLM assumindo género, Hb F e HC como covariaveis e p<0,05 como significativo.
Para 894G>T: homozigoto selvagem (GG), heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT). Alelo mutante
(T) associado com menor biodisponibilidade de ON. Modelo recessivo foi considerado durante as analises.



4. RESULTADOS

Tabela 6: Relacdo da variante VNTR rs61722009 (4a4b - eNOS) com os marcadores de
hemolise em individuos com anemia falciforme.

Anemia falciforme

eNOS (4a4b) 4adaldadb 4b4b p
N=87 N=99
Ret. Rel (%0) 10,75 (+ 0,46) 10,16 (+ 0,42) 0,258
Ret. Abs (K/uL) 266,60 (+ 11,38) 263,45 (+9,43) 0,690
LDH (U/L) 757,73 (£ 45,7) 678,22 (+ 41,14) 0,122
AST (U/L) 43,75 (+ 2,03) 42,08 (+1,78) 0,274
BI (mm/dL) 2,85 (+0,18) 2,77 (+0,17) 0,738
Hb. plasmaética (g/dL) 0,010 (+0,0007) 0,008 (+ 0,0003) 0,010*

Teste estatistico: GLM assumindo género, Hb F e HC como covariaveis e p<0,05 como significativo.
Para 4a4b: homozigoto selvagem (4a4a) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Alelo
selvagem (4a) associado com menor expressao génica. Modelo recessivo considerado durante as analises.

Tabela 7: Relacdo do SNP rs7203560 (NPRL3) com os marcadores de hemolise em
individuos com anemia falciforme.

Anemia falciforme

NPRL3 TG/ITT GG p
N=194 N=11
Ret. Rel (%) 10,74 (£ 0,84) 10,27 (+ 0,29) 0,721
Ret. Abs (K/pL) 298,80 (+ 25,57) 258,57 (+ 6,81) 0,116
LDH (U/L) 742,86 (+104,40) 719,89 (+ 33,04) 0,797
AST (U/L) 39,44 (+ 4,40) 43,21 (+1,38) 0,464
BI (mm/dL) 3,00 (+0,72) 3,64 (+0,0,82) 0,791
Hb. plasmaética (g/dL) 0,007 (+0,0007) 0,009 (+ 0,0004) 0,253

Teste estatistico: GLM assumindo género, Hb F e HC como covariaveis e p<0,05 como significativo.
Para rs7203560: homozigoto selvagem (TT) heterozigoto (TG) e homozigoto mutante (TT). Alelo mutante
(G) assumido como protetor ao perfil hemolitico. Modelo recessivo considerado durante as analises.
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Malaria por P. vivax

Nesse grupo de estudo observamos associacaos apenas com 0 SNP rs1799983

(894G>T) do gene eNOS. Individuos homozigotos selvagem (GG) apresentaram niveis

de Hb plasmaética aproximadamente 1,3 vezes maiores que individuos portadores de ao

menos um alelo mutante (GT e TT) (Tabela 8).

A variante VNTR rs61722009 (4adb - eNOS) (Tabela 9) nédo esteve relacionado

com o perfil hemolitico nesse grupo de estudo, enquanto a analise para 0 SNP rs7203560

do gene NPRL3 ndo foi possivel, devido a menor frequéncia do alelo mutante (G) e a

auséncia de dados hemoliticos desses individuos.

Tabela 8: Relacdo do SNP rs1799983 (894G/T- eNOS) com os marcadores de hemdlise

em individuos com malaria.

Malaria por P. vivax

eNOS (894G>T) GT/TT GG
N=13 N=92 p
AST (U/L) 38,58 (+4,43) 42,77 (£ 8,12) 0,882
BI. (mm/dL) 0,61 (+0,06) 0,51 (+0,08) 0,246
Hb. plasmatica (g/dL) 0,013 (+0,0006) 0,017 (+0,001) 0,022

Teste estatistico: GLM assumindo idade como covariavel e p<0,05 como significativo.

Para 894G>T: homozigoto selvagem (GG), heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT). Alelo mutante
(T) associado com menor biodisponibilidade de ON. Modelo recessivo considerado durante as analises.

Tabela 9: Relacdo da VNTR rs61722009 (4a4b - eNOS) com os marcadores de
hemolise em individuos com malaria.

Malaria por P. vivax

eNOS (4a4b) 4adbl/4adb 4b4b p
N=42 N=71

AST (U/L) 37,26 (% 4,25) 47,56 (+ 5,40) 0,227

BI (mm/dL) 0,51 (+0,05) 0,64 (+0,08) 0,782

Hb. plasmética (g/dL) 0,014 (+0,001) 0,013 (+ 0,0008) 0,638

Teste estatistico: GLM assumindo idade como covarivel e p<0,05 como significativo.
Para 4adb: homozigoto selvagem (4ada) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Alelo

selvagem (4a) associado com menor expressdo génica. Modelo recessivo considerado durante as analises.
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5.6. Associagdo do SNP 1722 C/T do gene HIF1A com a hipdxia

Quanto a influéncia de fatores genéticos em mecanismos relacionados com
respostas fisioldgicas de hemolise, também investigamos a associagdo dos SNP do gene
HIF1A com os niveis plasmaticos da proteina HIFLA, um importante modulador da via
da hipoxia.

Para ambos 0s grupos de estudo ndo houve associacao significativa dos genotipos

com os niveis proteicos de HIF1A (Tabela 10).

Tabela 10: Relacdo do SNP rs11549465 (1772C/T-HIF1A) com a proteina HIF1A em
individuos com anemia falciforme e malaria.

Anemia falciforme Maléria por P. vivax
Proteina cC CT/TT cC CT/TT
N=141 N=19 p N=81 N=17 p

HIF1A (pg/ml) ~ 640,97 (£25,82) 754,88 (£31,28) 0,603  656,95(x14578)  479,64(x66,93) 0,084

Teste estatistico: GLM assumindo género, Hb F e HC como covariaveis para o grupo de estudo de AF, e
idade individuos com maléria. O valor de p<0,05 como significativo.

Para rs11549465: homozigoto normal (CC) heterozigoto (CT) e homozigoto mutante (TT). Presenca do
polimorfismo associado com aumento da atividade transcricional do gene. Modelo recessivo considerado
durante as andlises.
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Nosso estudo teve como objetivo avaliar a associacdo de marcadores genéticos e
bioquimicos relacionados com as vias da hemolise e de hipoxia, em individuos com
diferentes perfis etioldgicos de hemdlise. Para isso, nossa casuistica foi composta por
individuos com AF, uma afeccdo hereditaria monogénica caracterizada por hemdlise
crénica; e a malaria causada pelo parasito P.vivax, que tem entre seus eventos
fisiopatoldgicos, episddios de hemolise aguda, consequente da infeccéo parasitaria.

Com os resultados obtidos, foi possivel confirmarmos a hip6tese de que os
marcadores bioquimicos e genéticos aqui avaliados, apresentam diferentes relacbes com
o perfil hemolitico e hipoxico entre os individuos com AF e malaria por P. vivax. Os
niveis de Hb plasmaética, bem como da proteina HIF1A, estiveram presentes em maior
proporcdo nos individuos com maléria, grupo no qual a Hb plasmética também esteve
diretamente relacionada com os marcadores bioquimicos de hemolise comumente
adotados na rotina laboratorial. Observamos resultados divergentes no grupo de estudo
de individuos com AF, no qual verificamos a relacdo dos marcadores de hemolise entre

si, mas a auséncia de relagdo desses com os niveis de Hb plasmatica.

6.1 Perfil hemolitico e marcadores de hemolise

A hemolise, embora similar entre as doencas que apresentam tal processo em meio
aos seus eventos fisioldgicos, acomete de modo variavel o desenvolvimento das
manifestacdes clinicas de acordo com a etiologia hemolitica. No nosso estudo, ambos 0s
grupos revelaram a presenca significativa de hemolise. Entre os individuos com AF, o0s
parametros hematologicos (GV, Hb total, VCM e HCM) e hemoliticos (Ret. Abs, Ret.
Rel, LDH, AST e BI) estiveram acima dos valores de normalidade. Esses resultados eram
esperados uma vez que, os individuos avaliados nesse estudo se encontravam em estado
estacionario, condicdo essa em que 0s parametros hematoldgicos e hemoliticos
correspondem as caracteristicas fisiologicas proprias da doenca (BALLAS, 2012), ou
seja, a presenca de anemia hemolitica consequente da hemdlise cronica. Assim,
considerando que a intensidade da anemia hemolitica € um fator de risco no

estabelecimento das complicacfes clinicas na AF (NOURAIE et al., 2013), nossos
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resultados reforcam a importancia da caracterizacdo do perfil hemolitico a partir da
avaliacdo dos marcadores bioquimicos aqui considerados, 0s quais sdo amplamente
relatados na literatura como bons biomarcadores de hemolise.

Os valores elevados de AST e BI nos individuos com maléria, refletiram a
presenca de hemolise nesse grupo de estudo. Entretanto, os parametros hematoldgicos
dentro da faixa de normalidade, revelam a auséncia de anemia. Embora a hemolise nesses
individuos seja um evento fisiopatoldgico importante, os critérios de exclusdo para
formacéo do nosso grupo de estudo isolaram potenciais fatores que poderiam contribuir
para o estabelecimento da anemia hemolitica, como: gravidez, idade inferior a cinco anos,
e presenca de comorbidades como infecgdo por helmintos intestinais (BOEL et al., 2010;
DOUGLAS et al.,, 2012). Além disso, devemos considerar que algumas anemias
hemoliticas apresentam caracteristicas normociticas, ou seja, valores do parametro VCM
dentro da faixa de normalidade e ndo indicando macrocitose, condicao frequente entre os
parametros hematoldgicos de individuos com anemias hemoliticas (DHALIWAL;
CORNETT; TIERNEY, 2004).

Embora o estabelecimento da anemia hemolitica ndo tenha sido observado entre
os individuos com malaria da nossa casuistica, outras consequéncias fisioldgicas
desencadeadas pelo processo de hemolise parecem influenciar de modo significativo nas
manifestagdes clinicas. Por exemplo, apesar de a malaria por P.vivax ser caracterizada
por menores taxas de parasitemia quando comparada a infeccdo por P. falciparum, as
respostas inflamatorias, assim como os danos endoteliais, sdo proporcionalmente maiores
durante e ap0s a infecgdo por P. vivax, quando consideradas similar biomassa parasitaria
(YEO et al., 2010; BAIRD et al., 2016). Ainda os estudos de Douglas e cols (2013) e
Poespoprodjo e cols (2009) mostraram que a ocorréncia de anemia grave em criancgas foi
maior em infec¢Bes por P. vivax, resultados que suportam a hipotese de que a anemia
hemolitica estabelecida em individuos com malaria por P. vivax, pode ser um fator
contribuinte, mesmo que de forma indireta, para taxas de mortalidade e morbidade em
regides endémicas (KENANGALEM et al., 2016).

Apesar de a AF e a malaria apresentarem etiologias hemoliticas distintas, o
estabelecimento da anemia se da pelo mesmo mecanismo, ou seja, a ruptura prematura
dos eritrocitos (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 2013). A presenca da anemia entre
os individuos com AF, condi¢éo esta ausente entre os individuos com malaria, reforca a

influéncia distinta da hemolise no estabelecimento das manifestacdes fenotipicas dessas



6. DISCUSSAO

doencas. Essas diferencas também aparecem nas distintas correlagcbes entre o0s
marcadores de hemdlise e de hipdxia, nos dois grupos de estudo.

Os parédmetros laboratoriais adotados para a avaliacdo do perfil hemolitico, sdo
considerados marcadores de hemolise por refletirem respostas fisiologicas desencadeadas
por vias relacionadas, mesmo que indiretamente, com a ruptura e remocao dos eritrocitos
(STOJANOVIC; LIONNET, 2016). Sendo assim, devemos considerar que tais
marcadores refletem efeitos sisttmicos e que, portanto, apresentam diferentes associactes
perante as singularidades fisiopatologicas de cada doenca.

Para os individuos com AF, correlaces significativas foram observadas entre 0s
marcadores bioquimicos de hemolise (Ret. Abs, Ret. Rel, LDH, AST e BI) sugeridos
como importantes para avaliacdo do perfil hemolitico nesses individuos (MINNITI et al.,
2009; NOURAIE et al., 2013; KATO et al., 2014) e comumente utilizados na rotina
laboratorial. Correlagdes foram observadas entre a enzima LDH com todo os demais
marcadores, em especial entre LDH e AST, ambas enzimas utilizadas como marcadores
de danos teciduais. A LDH e suas diferentes isoformas sdo também encontradas, em
quantidades significativas, em diferentes tecidos, como o cardiaco e o pulmonar.
Entretanto, a maior proporcao desta enzima, quando no plasma sanguineo de individuos
com AF, é consequéncia de dano eritrocitario (STOJANOVIC; LIONNET, 2016),
fazendo dessa um importante marcador de hemolise.

A LDH foi o Unico marcador de hemolise que esteve relacionado, embora
inversamente, com o0s niveis de HIF1A. Sabemos que a resposta medular pode ser
suficiente perante a processos hemoliticos, garantindo o equilibrio entre a taxa de
destruicdo e a producdo compensatdria dos eritrocitos. No entanto, em algumas condicoes
etioldgicas, altas taxas hemoliticas ndo compensadas, desencadeiam anemia hemolitica,
que por sua vez, refletem em eventos fisiopatologicos e clinicos. Entre esses, a hipoxemia
esta intimamente relacionada com intensidade da anemia hemolitica (HEBBEL, 2011,
NOURAIE et al., 2013). Sendo a proteina HIF1LA um importante modulador de respostas
celulares hipdxia-dependentes (TANIMOTO et al., 2003), € esperado que seus niveis
estejam diminuidos em relacdo a maiores taxas hemoliticas, uma vez que a proteina, apos
sintetizada em resposta a menores concentragdes de oxigénio, passa a ser intensamente
utilizada. Essa hipotese justifica entdo a relagdo inversa entre LDH e os niveis HIF1A
encontrada no nosso estudo, além de evidenciar a importancia dessa enzima como
marcador hemolitico, ndo s6 por refletir a ruptura eritrocitaria, mas também por

caracterizar resposta sistémica consequentes do processo hemolitico.
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Apesar das relagdes significativas entre os marcadores de hemolise nos individuos
com AF, nenhum deles esteve relacionado com os niveis de Hb plasmatica nesse grupo
de estudo, nem mesmo com a LDH, que tem sido sugerida como um promissor marcador
de hemolise intravascular (KATO et al., 2006; STOJANOVIC; LIONNET, 2016). Se
considerarmos a taxa de aproximadamente 2/3 de hemolise extravascular na AF
(BENSINGER; GILLETE, 1974), justificaria a menor relagdo entre a Hb plasmatica e os
marcadores de hemolise. No estudo de Nouraie e cols (2013), objetivando avaliar o perfil
hemolitico de individuos com DF, considerando a variacdo dos parametros de hemolise,
0s pesquisadores elaboraram um score hemolitico a partir da associacdo dos marcadores
de hemolise, que também foram avaliados no nosso estudo (Ret. Rel, LDH, AST e BI).
A esse score numerico, deu-se o0 nome de indice hemolitico, o qual esteve positivamente
relacionado com niveis elevados de Hb plasmatica e microparticulas eritrocitrarias,
indicando-o como bom marcador de hemolise intravascular. No referido estudo, as
enzimas LDH e AST foram os marcadores de hemolise que apresentaram maior relagao
com os indices hemoliticos, enzimas essas que estiveram mais correlacionadas no nosso
grupo. Assim, embora ndo observamos correlacdes dessas enzimas com o0s niveis de Hb
plasmatica, a relacdo entre elas e, a participacao na caracterizacdo do perfil hemolitico de
individuos com AF, é evidente, sugerindo novas investigacdes em casuisticas distintas,
quanto a associacdo direta dessas com a hemélise intravascular.

Entre os individuos com maléria, ndo observamos correlacao significativa entre
os marcadores de hemolise (AST e BI), mas sim desses com os niveis de Hb plasmatica.
Tal correlacdo sugere maior reflexo da hemdlise intravascular nesses marcadores,
comumente adotados na rotina laboratorial. Embora para o estudo de Douglas e cols
(2012) a hemolise intravascular ocorre em menores taxas na malaria por P. vivax, a fase
intra-eritrocitica do ciclo de vida do parasito, é caracterizada por infeccdo ativa, ou seja,
eventos agudos de ruptura eritrocitaria resultando no surgimento dos primeiros sintomas
clinicos da doenga (MILLER et al., 2002). Uma vez que a coleta das nossas amostras
aconteceu no momento em que os individuos apresentavam sintomas clinicos, e
procuravam o servico de saude, supGem-se a ocorréncia de hemolise no momento da
coleta. Entretanto, devemos considerar que a remogéo dos eritrocitos durante a infeccéo
parasitaria, ocorre especialmente por meio do sequestro esplénico, uma vez que a
atividade metabolica do parasito altera a estrutura da membrana eritrocitaria
(BERTOWTIZ, 1991; WHITE, 2017). Portanto, fica evidente a relagdo entre os

mecanismos de hemdlise intra e extravascular, o que também justifica a relagdo entre 0s



6. DIscUsSAC IR

niveis de Hb plasmatica e a BI, considerando que 85% da bilirrubina circulante deriva do
catabolismo da hemoglobina nos érgdos reticuloendoteliais. Quanto a AST, novas
investigacGes merecem ser realizadas. Apesar de seu papel como marcador hemolitico,
essa enzima é também um importante marcador de danos celulares, em especial danos
hepaticos (BARCELLINI; FATIZZO, 2015), ocorréncia presente na fase pré-eritrocitica
do ciclo da doenca, na qual os esporozoitos invadem os hepatdcitos. Assim, os valores de
AST podem estar sobrestimados, e ndo refletir apenas o processo de hemolise.

6.2. Hemdlise intravascular e hipdxia

As quantificacdes de Hb plasmatica, assim como da proteina HIF1A, foram
diferentes entre os grupos de estudo, sendo os maiores valores observados no grupo de
individuos com maléria por P. vivax.

As menores concentracdes de Hb plasmatica entre os individuos com AF, podem
ser reflexo das caracteristicas fisiologicas proprias da doenca. Os individuos que
compuseram nosso grupo de estudo, apresentaram menores valores de Hb plasmatica por
estarem em estado estacionario da doenca, condicdo em que menores taxas hemoliticas
sdo observadas (KATO; STEINBERG; GLDWIN, 2017). No estudo de Kupesiz (2012),
por exemplo, os individuos com DF, apresentaram de 0,001 a 0,033 g /dl de Hb
plasmaética. Para 0 nosso grupo de estudo, individuos com AF, sendo a condi¢do mais
grave da doenca, eram esperadas maiores quantidades de Hb plasmatica. No entanto, os
valores observados (niveis médios de 0,009g/dL), encontram-se no intervalo descrito
pelos autores acima citados. Além disso, apesar de ser um evento fisiopatoldgico
importante, as taxas de hemolise intravascular podem variar de 10% a mais de 30% entre
os individuos, variacdo essa também dependente da hemolise extravascular
(BENSINGER; GILLETE, 1974; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), que
comumente ocorre em maior proporgao.

Entretanto, a caracterizacdo da hemolise intravascular de modo isolado tem se
tornado importante, pois esse mecanismo ja esteve associado a complicagdes clinicas da
doenca, em especial devido a respostas fisiologicas secundarias, como aumento da
inflamacdo, danos endoteliais, estresse oxidativo e hipoxemia (CONRAN, 2014,
ALMEIDA et al.,, 2015). Além disso, as menores taxas de hemolise intravascular

observadas em individuos em estado estacionario, também ja foram associadas com
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complicacdes clinicas como, episddios dolorosos decorrentes de crises vaso-oclusivas e
osteonecrose (KATO; STEINBERG; GLDWIN, 2017).

Embora a hemolise nos individuos com maléria do nosso estudo, ndo tenha
contribuido de forma significativa para o estabelecimento da anemia hemolitica, 0s
maiores valores de Hb plasmatica observados nesse grupo, representam um forte
indicativo de que a hemdlise merece ser considerada na infeccdo por P. vivax. A
preferéncia desse parasito por reticuldcitos resulta na retirada dessas células da corrente
sanguinea, antes mesmo de assumir a maturidade fisioldgica celular. Somado a isso, a
remocao de eritrocitos infectados e ndo infectados ocorre em taxas aproximadamente
quatro vezes maiores na infeccdo por P. vivax quando comparada a infeccdo por P.
falciparum, desencadeando repostas fisiologicas significativas que podem favorecer
manifestacdes clinicas como disfuncdo hepatica, ictericia e trombocitopenia (McKEYN;
JEFFERY; COLLINS, 2002; COLLINS; JEFFERY; ROBERTS, 2003; KOCHAR et al.,
2014), ou até mesmo, respostas fisiologicas secundarias como hipoxemia.

Os valores de HIF1A estiveram aumentados nos individuos com malaria (689,82
+ 29,42 pg/mL) em comparacdo ao grupo com AF (393,49 *+ 22.60 pg/mL), e ambos
valores se mostraram elevados em relacdo a um grupo de 55 individuos sem anemias
hereditarias (289,60 + 12,30 pg/mL) previamente avaliado pelo nosso grupo de pesquisa
(Torres, 2016). Esses resultados sugerem o aumento na sintese de HIF1LA nos grupos de
estudo, indicando a hipoxemia entre os eventos fisioldgico nas duas doencas. Apesar da
auséncia de anemia hemolitica, os valores aumentados de HIF1A revelam e necessidade
de respostas celulares adaptativas a hipoxia, entre os individuos com malaria. A infeccao
aguda do protozoario desencadeia a hemdlise que, por sua vez, provoca a diminuicao na
concentracdo de oxigénio circulante, podendo culminar em lesdes pulmonares, seguidas
de disfuncdo respiratoria e até mesmo faléncia circulatéria (BAIRD, 2015; SIQUEIRA et
al., 2015). Entretanto, essas manifestacBes clinicas ocorrem, em especial, nos casos de
malaria por P. vivax grave (LEE et al., 2013), diagnostico esse que ndo foi observado
entre os individuos do nosso grupo de estudo. Assim, embora a hipdxia pareca ser evento
fisiologico importante, outras investigacfes quanto a sua associacdo com O
estabelecimento de manifestacdes clinicas nos casos de malaria por P. vivax merecem ser
consideradas.

Entre os individuos com AF, se considerarmos a complexidade fisiopatoldgica da
doenca, € evidente que outros eventos fisiolégicos podem influenciar, de maneira

significativa, na relagdo entre hemolise e hipoxemia. Por exemplo, além da remocdo dos
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eritrocitos e diminuicdo do O; circulante, a polimerizacdo da Hb S resulta em eritrocitos
mais rigidos que retardam ou até mesmo interrompem o fluxo sanguineo, causando
isquemia tecidual (KATO; TAYLOR, 2010). O estabelecimento de isquemia favorece a
inflamacdo e a producdo de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez, podem
promover a degradacao da proteina, reduzindo as taxas de HIFLA (DEMIDENKO et al.,
2006, CONRAN; ALMEIDA, 2016). Assim, além das repostas celulares adaptativas
nesse grupo de estudo, outros eventos fisiopatolégicos caracteristicos da doenca podem

culminar na diminuicdo dos niveis dessa proteina.

6.3. Variantes genéticas e marcadores bioquimicos de hemolise e hipoxia

Ambas as doencas aqui estudadas, apresentam entre seus eventos fisiopatoldgicos
a hemolise, frequentemente associada ao estabelecimento das manifestagGes clinicas.
Assim, considerando a participacdo de fatores genéticos na heterogeneidade fenotipica
dos individuos com AF e malaria por P. vivax, avaliamos variantes genéticas de genes
responsaveis pela sintese de proteinas envolvidas em vias relacionadas com o processo
de hemdlise.

Na busca por mutagfes que possam exercer papel de moduladores genéticos,
avaliamos a frequéncia das variantes selecionadas nesse estudo, de modo comparativo
entre os grupos de estudo. Além da busca pela relacdo entre fatores genéticos e
manifestacdes clinicas, investigacbes de variantes genéticas em populagdes miscigenadas
como a brasileira, sdo indicadas, uma vez que, a heterogeneidade fenotipica entre os
individuos é consequéncia, em parte, dos distintos padrdes de heranca dessas variantes
nas populacbes (WINKLER; NELSON; SMITH, 2010).

Nossos resultados mostraram que, em meio as variantes rastreadas, apenas o SNP
rs1799983 (894G/T) do gene eNOS apresentou diferencas nas frequéncias genotipicas e
alélicas entre os grupos de estudo. A frequéncia do alelo mutante (T), assim como dos
gendtipos heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT), foi maior nos individuos com
AF, quando comparada a frequéncia observadas nos individuos com malaria. Esse SNP
também esteve associado ao perfil hemolitico dos individuos de ambos grupos de estudo,
embora de modo controverso ao observado na literatura. No nosso grupo de estudo,
valores elevados de Hb plasmaética foram observados nos individuos com genétipo GG,

e ndo naqueles com GT e TT, genotipos esses que ja foram associados a menores taxas
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hemoliticas caracterizadas por menores percentuais de reticulocitos e de LDH foram, em
individuos com AF (AGUIAR et al., 2018).

A presenca do alelo mutante (T) desse SNP j& esteve relacionada com menores
taxas de biodisponibilidade de ON (TESAURO et al., 2000), sugerindo-0 como um
possivel modulador genético. Entretanto, os mecanismos envolvidos na deplecdo do ON
durante a hemdlise, sdo influenciados, de modo distinto, pelas respostas fisiol6gicas
caracteristicas das doengas (ALMEIDA et al., 2015; BARBER et al., 2016). Na maléria,
por exemplo, a associacdo entre 0s NO e as disfuncdes endoteliais com ocorréncias de
eventos fisiopatologicos, sdo controversos. Enquanto o estudo de Carvalho e cols (2010)
observou 0 aumento da citoaderéncia endotelial em infec¢do por P vivax, um processo
que poderia ainda ser agravado pela menor biodisponibilidade do ON, uma vez que é
considerado um gas com papel de vasodilatador enddgeno, Barber e cols (2016) revelou
que as disfuncdes endoteliais consequentes da diminuicao da biodisponibilidade de NO,
ndo estiveram associadas a maiores taxas de hemdlise intravascular. Assim, a participacdo
de variantes genéticas que possam exercer influéncia modulacdo dos niveis de ON, bem
como a relacdo entre a biodisponibilidade desse gas e sua relacdo com o processo
hemolitico em malaria por P. vivax, ainda merecem ser investigadas.

A outra variante do gene eNOS, a VNTR rs61722009 (4a4b), também esteve
relacionada com o perfil hemolitico, entretanto, apenas entre os individuos com AF.
Maiores niveis de Hb plasmatica foram observados entre os individuos que apresentaram
0s genotipos 4ada e 4a4b, genotipos esses ja associados com menores taxas de expressao
do gene eNOS (TSUKADA et al., 1998). Maior frequéncia desses genétipos também
foram observadas em individuos com DF que apresentavam alteracGes cardiacas,
nefropatias e acidente vascular cerebral (TANTAWY et al., 2015), sugerindo que a
presenca da variante, desempenhe papel prejudicial somatério a danos da homeostase
endotelial, influenciando a ocorréncia de eventos fisiopatoldgicos, como a hemdlise
intravascular. Assim, essa variante é sugerida como possivel modulador genético na
sintese de ON. Entretanto, futuras investigacfes quanto ao seu papel de modulador
genético sdo necesséarias, em especial, estudos que envolvam associagdes dessa mutacéo
com diferentes manifestacGes clinicas.

A associacdo das duas variantes do gene eNOS com o perfil hemolitico dos
individuos com AF, mas ndo entre os individuos com malaria, pode ainda ser sugerida
devido a relacdo haplotipica que elas apresentam (NISHANK, 2013; AGUIAR et al.,

2016). Durante o processo de miscigenacdo populacional, o fluxo de genes que
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participaram da formacdo e da variabilidade genética dos individuos, ocorrem num
primeiro momento, na forma de grandes blocos de hapo6tipos. Assim, variantes
polimdrficas constituintes desses ‘’blocos’” tendem a segregarem juntas ao longo das
geracOes, carregando consigo parte das caracteristicas da populacdo ancestral
(WINKLER; NELSON; SMITH, 2010).

As frequéncias genotipicas e alélicas da outra variante avaliada quanto sua
associacdo com o perfil hemolitico, 0 SNP rs7203560 do gene NPRL3, ndo foram
diferentes entre os grupos. Pesquisa prévia no banco de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI) revelou baixissima frequéncia alélica deste
polimorfismo na populacdo Europeia (HapMap CEU = 0), mas um pouco maiores em
individuos de origem Africana (HapMap Yoruban = 14%). Considerando que entre 0s
grupos de estudo avaliamos individuos com AF, uma doenca genética causada por uma
mutacdo de origem Africana, esperavamos encontrar diferencas significativas.

Além da auséncia de diferentes frequéncias alélicas e genotipicas, esse SNP,
sugerido como marcador genético de hemolise (MILTON et al., 2013), também néo
esteve associado com o perfil hemolitico dos individuos da nossa casuistica. Milton e cols
(2013) avaliaram a associacdo do SNP rs7203560 com indices hemoliticos em individuos
com AF, ajustando as variaveis Hb F e presenca de talassemias alfa, e encontraram
menores niveis de hemdlise, quando na presenca do alelo mutante (G). Devido ao forte
desequilibrio de ligacdo desse SNP com variantes localizadas proxima a regido
reguladora do cluster HBA1/HBA2, os pesquisadores sugeriram ainda, que a presenca do
alelo protetor (G) pudesse exercer similaridade fenotipica com as observadas em
individuos com talassemias do tipo alfa, importante modulador genético da AF. Nesse
cao, o traco alfa talassémico herdado protege o individuo, pois reduz a concentracdo de
Hb em cada eritrocito, diminuindo a tendéncia de polimerizacdo da Hb S, o que resulta
na diminuicdo de hemolise (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010), garantindo, na
maioria dos casos, beneficios clinicos ao individuo.

Embora a associagdo o SNP rs7203560 (NPRL3) com o perfil hemolitico ndo
tenha sido significativa na nossa casuistica, um breve estudo do nosso grupo de pesquisa,
ao realizar analise in silico na busca por sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (FT)
associados ao SNP, revelou resultados promissores. Entre os 80 sitios encontrados
quando na presenca do alelo selvagem (T), seis séo de FTs que ja estiveram relacionados
a hematopoiese e expressdo dos do cluster HBA1/HBA2 (Anexo B). Considerando a

importancia dos FTs como possivel unidade moduladora de expressdo génica, na presenca
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do alelo polimorfico (G), os sitios desses FTs poderiam ser alterados e, os niveis de
expressdo do cluster alfa globinico alterados. Essas andlises serdo realizadas numa
proxima etapa. Assim, nossos resultados, nos permitem sugerir que influéncia SNP
rs7203560 no perfil hemolitico, pode ser dar por meio de mecanismos genéticos,
indiretamente relacionados, com a expressdo do cluster alfa globinico. Milton e cols
(2013) ainda sugerem que o papel de marcador genético dessa variante merece ser
avaliada em outras doencas com etiologia hemolitica distinta, sugerindo a malaria como
forte candidata. Infelizmente, a baixa frequéncia do alelo polimérfico no nosso grupo de
estudo de individuos com malaria por P. vivax, ndo nos permitiu realizar a analise de
associagao dessa variante com o perfil hemolitico.

Por fim, o SNP rs11549465 do gene HIF1A, apresentou frequéncia genotipicas
semelhantes as observadas pelo nosso grupo de pesquisa, em estudo prévio, realizado em
individuos com DF (Torres, 2016). A frequéncia do genotipo TT (1,8%), o qual esta
associado com o aumento da atividade transcricional génica (BAHADORI et al., 2010),
foi semelhante ao observado em outros estudos, com diferentes populacées de individuos
sem hemoglobinopatias, como caucausianos poloneses (TT-1,6%) (MORRIS et al., 2009)
e em populacbes miscigenadas (caucasianos e afro-americanos — (TT-1,5%) (CHAU et
al., 2005). Segundo nosso conhecimento, ndo havia relatos na literatura da avaliagéo dessa
variante em casuisticas com malaria por P. vivax, sendo inéditos 0s nossos resultados.

Apesar da suposta influéncia na transcricdo génica, ndo houve um aumento
significativo nos valores de HIF1A quando na presenca dos gendtipos CT e TT, apesar
de observarmos maiores concentragdes proteicas entre os individuos com AF desse grupo
genotipico. Ja entre os individuos com maléria, os resultados foram controversos pois
entre os individuos com esses genOtipos, menores concentracBes proteicas foram
observadas, embora também nao significativos.

A diminuicdo das concentracOes de oxigénio e a isquemia tecidual sdo os
principais estimulos para ativagdo do HIF. Entretanto, uma série de mecanismos podem
potencialmente induzir a expressdao de HIF1A, entre esses algumas citocinas pro-
inflamatorias como fator de necrose tumoral (TNFa) e a interleucina-1 (IL-1pB) (KAUL
et al., 2013). Estudos em diferentes tipos de cancer, também uma doenca inflamatoria,
mostraram resultados controversos sobre o papel protetor desse SNP (ANAM et al..2015).
Além disso, a proteina HIFLA é um fator de transcricdo que atua regulando a expressao
de genes que controlam funcdes celulares como apoptose, proliferacdo celular,
eritropoiese, metabolismo do ferro e angiogénese (Ke Q; COSTA, 2006; YOUSAF ;
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SPINOWITZ, 2016), mecanismos esses que sofrem influéncia direta do processo
hemolitico presente nas doencas aqui estudadas. Assim, é evidente que outros
mecanismos possam interferir na expressdao génica e consequentemente nos niveis
proteicos desse marcador de hipdxia.

Frente aos nossos resultados, notamos que a hemdlise esta refletida de modo
distinto nos perfis hemoliticos. A heterogeneidade fenotipica dos individuos com AF, ndo
totalmente explicada pela mutacdo que origina a Hb S, resulta na busca incessante por
moduladores genéticos e ambientais que possam caracterizar a heterogeneidade
fenotipica entre os individuos (HABARA; STEINBERG, 2016; KATO; STEINBER;
GLADWIN, 2017). A mesma necessidade de conhecimento se observa nos casos graves
e fatais de maléaria por P. vivax. A biologia singular do P. vivax refletida nos casos de
reinfestacdo pelas formas latentes (HOWES et al., 2016), assim como quanto a resisténcia
aos tratamentos e a ampla distribuicdo geografica, ndo nos permite restringir o
conhecimento dos casos graves dessa parasitose, ao que se conhece da fisiopatologia e
manifestacdes clinicas dos casos de infeccdo por P. falciparum. Assim, as singularidades
das relacdes dos marcadores em cada doenca, sugere que o processo de hemolise seja um
importante evento fisiopatologico a ser investigado na busca por maiores compreensdes

dessas doencas.
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De acordo com os resultados obtidos para responder aos objetivos deste estudo,

podemos concluir:

1. Os parametros hemoliticos estdo elevados entre os individuos com anemia
falciforme e com maléria por P. vivax, indicando a ocorréncia de hemolise em ambos os

grupos de estudo.

2. A proteina HIF1A e a hemoglobina plasmatica estdo quantitativamente mais
elevados nos individuos com malaria, indicando que a hemdlise intravascular ocorre em
maior proporcao nesse grupo. As menores quantidades de HIFLA nos individuos com
anemia falciforme sugerem a maior propor¢do de hipoxia nesse grupo de estudo, e

consequente, maior consumo dessa proteina.

3.a) Marcadores bioquimicos de hemolise estdo correlacionados entre si na
anemia falciforme, embora ndo tenham sido relacionados com a hemoglobina plasmatica,
sugerindo que a maior parte da hemdlise ndo € intravascular. Na malaria, esses
marcadores estdo relacionados com a hemoglobina plasmatica, indicando maior
participacdo da hemdlise intravascular durante o estabelecimento do perfil hemolitico dos
individuos do nosso grupo de estudo.

b). Os niveis de LDH séo inversamente relacionados com os niveis de HIF1A na
anemia falciforme, sugerindo o consumo de HIFLA em resposta a hipoxemia causada

pela intensa anemia hemolitica.

4. As frequéncias genotipicas e alélicas do SNP 894G>T do gene eNOS diferem
entre 0s grupos, sendo o alelo T mais frequente em individuos com anemia falciforme.
As frequéncias genotipicas e alélicas das variantes genéticas VNTR 4adb (eNOS), e os
SNPs rs720356 0 (NPRL3) e 1772C>T (HIF1A) nédo diferem entre 0s grupos.

5. Os genotipos GG e GT da variante 894G>T do gene eNOS estdo associados a
maiores niveis de Hb plasmatica na anemia falciforme e na malaria, indicando a sua
influéncia no perfil hemoliticos desses individuos. Os genotipos 4ada e 4a4b do VNTR

4a4b do gene eNOS apresentam a mesma associacdo para a anemia falciforme. Os SNP
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rs7203560 (gene NPRL3) e rs11549465 (1722 C>T do gene HIF1A) néo estdo associados

a hemdlise ou a hipoxia, respectivamente, em ambos grupos de estudo.

Assim, as diferentes relagdes dos marcadores bioquimicos e genéticos com o perfil
hemolitico, observada entre os individuos com AF e malaria por P. vivax, comprovam a
importancia da caracterizagdo do processo de hemdlise em doencas com diferentes
etiologias hemoliticas. Por fim, os marcadores bioquimicos laboratoriais de hemolise,
comumente adotados na rotina laboratorial para a caracaterizacdo do perfil hemolitico

desses individuos, demonstraram ser importamte biomarcadores para essas doencas.
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APENDICES

APENDICE A - Testes classicos para caracterizacdo do perfil hemoglobinico

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

As laminas para avaliacdo da morfologia eritrocitaria foram confeccionadas a
partir de esfregaco sanguineo de sangue total. Apés a analise em microscopio de luz, em
objetiva 40x, o tamanho, a forma e a quantidade de hemoglobina nos eritrdcitos foram as
caracteristicas analisadas. As amostras foram classificadas por resultados segundo
padronizacdo do LHGDH/UNESP:

- alteracdes normais: (N)
- alteragdes discretas: (+)
- alteragdes moderadas: (++)

- alteracdes acentuadas: (+++)

e Resisténcia dos eritrécitos a hemolise (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Reagentes:

Solucéo estoque de NaCla a 10% pH 7,4:

NACT e ————— 9,0g
NazHPO4 1,369
N =10 Y o Y 0,289
AQua destilada g.S.p  .oevevieeeeeeeeee e 100mL

Solucéo trabalho:

NaCl 10% 36mL
Agua destilada 0.5.0 oo, 1000mL
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Procedimento: Em um tubo de ensaio foram colocados 2,0 mL de solucéo de NaCl a
concentracéo de 0,36% e 10 pL de sangue total, seguido sucessivas inversdes. A leitura

foi feita apds 10 min de incubag&o.

Interpretacdo: O tubo de ensaio com a solucéo foi colocado a aproximadamente 2 cm de
uma folha branca com listras negras. Amostras negativas para o teste permitiram facil
visualizagdo das litras, enquanto amostras positivas ndo permitiram essa visualizaco, j&

que a resisténcia aumentada a hemolise torna a amostra “’turva’’.

e Hemolisado rapido

Homogeneizacao de amostras de sangue total com saponina para hemolisado dos

eritrocitos e obtencdo da solucdo de hemoglobina.

Reativo hemolisante:

SAPONINA PLA. e 1lg
AQUA AESIIA0A ..o s 100 mL

Procedimento: Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue total com 2 volumes

de reativo hemolisante. A amostra foi homogeneizada até a hemdlise completa da
solucdo. O hemolisado pode ser utilizado ap6s 5 minutos e, no maximo, até 4 horas depois

da sua preparacéo.

e Padréo de migracédo das hemoglobinas em pH alcalino (MARENGO-ROWE, 1965)

Reagentes:

Tampéo TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6

Tris hidroximetil aminometano ... 10,2 ¢
Acido etilenodiaminotetraCltico  ........cccovvveceevervreeeerisee e 0,6
ACIdO BOMICO e, 329

Agua destilada .50 e, 1000 mL
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Corante Ponceau

PONCRAU S e 059
ACIO trICIOr0ACATICO ..t 509
Agua destilada g.S.p  ooeeeeeee e, 100 mL

Solucéo descorante

ACIdO ACELICO GIACIAl  ....vevvceceecee e 100 mL
MEaNOl s 50 mL
Agua destilada s 1000 mL

Procedimento: As fitas de acetato de celulose foram embebidas (submersas) em tampéo
TEB por 15 minutos, no minimo, e seis horas, no maximo, e em seguida foram secas em
folhas de papel absorvente e colocadas na cuba de eletroforese contendo 0 mesmo tampao
(TEB). Os compartimentos eletroliticos foram conectados com auxilio de tecido
absorvente (pano multi-uso). O hemolisado de Hb foi aplicada na fita de acetato a 1,0 cm

da extremidade em contato com o p6lo negativo, recebendo 300 volts durante 30 minutos.

Interpretacdo: ApoOs a corrida eletroforética, o padrdo de migracdo das fracdes
hemoglobinicas foram observados, primeiramente, sem colora¢do. Quando necessarios,
as fitas foram posteriormente coradas com Ponceau para melhor visualizagdo e/ou
documentacdo. Para coré-las, as fitas foram colocadas no corante por cinco minutos e,

depois, em solucdo descorante por 30 minutos.

. Padréo de migragdo das hemoglobinas em pH &cido (VELLA, 1968).

Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2 - compartimentos eletroliticos e confecgéo do gel:

N =T YA 2,029
NaH2PO4.H20 7,669
Agua destilada g.S.p oo, 1000 mL
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Gel de Agar-Fosfato

AQAr-a0ar s 500 mg
Tampao fosfato PH 6,2 ....ooeeiiee e 25 mL

Procedimento: Os componentes do gel de agar-fosfato foram adicionados a um
erlenmeyer e levados ao forno micro-ondas até completa dissolucdo, tomando cuidado
para a mistura ndo ferver. Foram pipetados 5,0 mL do gel em ldminas de microscopio
que gelificaram a temperatura ambiente. As amostras foram aplicadas na por¢cdo média
da lamina, inserindo o aplicador com cuidado para ndo partir totalmente o gel. Para
conexdo do gel com os compartimentos eletroliticos foi utilizado tecido absorvente (pano

multi-uso), passando 100 volts durante 35 minutos.

e Quantificacéo das fracdes de hemoglobinas por cromatografia liquida e alta
performance (HPLC) — Equipamento Ultra 2 (Trinity Biotech).

Segundo manual de instrugdes:

Procedimento: Tubos nos quais as amostras de sangue total haviam sido coletadas

foram colocadas no equipamento, o qual coletou a amostra hemolisando-a
automaticamente antes de injetar no sistema. Quando necessario, pouco quantidade
de amostras no tudo, essas foram hemolisadas a partir de 5 pL de sangue total e 895
pL de solucdo diluente fornecida pelo kit de analise. As andlises seguiram segundo

pré-programacao do equipamento.

Interpretacdo: A quantificacdo das fracbes de hemoglobina foi realizada a partir dos
valores de porcentagem apresentados em diferentes tempos de retencdo, cada qual
referente a uma hemoglobina. Os tempos de retencdo foram relativizados a partir de
valores ja conhecidos presentes nos calibradores e controles presentes no kit de
anlise em questdo. Valores de HbA: considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e 0s

de Hb F até 1,0%, previamente estabelecido pelo fabricante.
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APENDICE B — Analise molecular para confirmagcéo do diagnostico de anemia
falciforme.

e Extracdo de DNA por Fenol-cloroférmio (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS,
1989)

Reagentes:

Solucdo de lise 1 - lise de células vermelhas:

Sacarose 0,32 M 10,95¢.
TrSHCII0 M e imL.
MgCL oMM 0,5mL
Triton 1% 100X e 1 mL.
Agua ultrapura autoclavada  ......c..cccooeeveeeeieeeee s 100 mL.

Solucdo de lise 2 - lise de células brancas:

NaCl 0,075 M 10,95¢.
EDTA 0,02 M (solucdo estoque pH 8,0)  ..ooiiieiieiiieceee e, imL.
Aguaultrapura s 500 mL.

Proteinase K (20 mg/mL) - lise proteica:

Proteinase K e 20 mg.
AQUA UITAPUIE e imL.

Cloroférmio/alcool isoamilico 24:1:

ClorofOrmio 24 mL.
AIC00LISOAMITICO oo e e 1mL.

SDS 10%:

S0 R 10g
AQUA UITAPUIE et 100 mL
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Etanol 70%

Fenol
KCI (2M):
KCI (peso molecular 74,55 Q) i 1491 ¢
Agua ultra pura autoclavada g.5.p.  ceeeveeeeeeeeeeee s 100 mL

Procedimento: Cerca de 500 a 800 uL de amostras de sangue periférico, colhidas em tubos
contendo EDTA, foram colocados em miccrotubos plasticos e o volume foi completado
para 1,5 mL com solucdo de lise 1. Apds homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi descartado, deixando-se
aproximadamente 300 uL de pellet no tubo, e a esse precipitado adicionou-se novamente
solucdo de lise 1, até completar 1,0 mL. As amostras foram agitadas até dissolucéo total
do pellet e descansaram por 10 a 15 minutos em temperatura ambiente antes de serem
centrifugadas novamente por 5 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi descartado e esse
procedimento de lavagem foi realizado mais uma vez. Ao pellet foram adicionados 450
uL de solucgdo de lise 2, 25 pL de SDS 10% e 5 L de proteinase K (20 mg/mL). ApGs
homogeneizacdo, as amostras ficaram incubadas em banho-maria a 37°C overnight ou a
42°C por 3 horas. Apds o periodo de incubacédo, foram adicionados 500 pL de fenol e as
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 6500 rpm durante 5 minutos. A fase
superior foi transferida para outro tubo e foram adicionados 500 pL de solucdo de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas
por mais 5 minutos a 6500 rpm e o procedimento foi repetido por mais uma vez. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 50 pL de KCL gelado e foi
adicionado 500 pL de etanol 100%, também gelado. O tubo foi invertido vérias vezes, até
ocorrer a precipitacdo do DNA, e centrifugado por 30 segundos a 14000 rpm. Descartou-
se 0 sobrenadante e lavou-se 0 DNA, que ficou aderido ao tubo, com 200 pL de etanol
70% gelado. As amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 14000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e os tubos passaram cerca de 15 minutos secando. O DNA
foi re-hidratado com 50 pL de agua ultrapura e ficou descansando overnight em
temperatura ambiente, para total solubilizacdo da amostra. As amostras foram estocadas

a -20°C para posterior analise.
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e PCR-RFLP para identificacdo de Hb S (SAIKI et al., 1985)

A sequéncia dos aligonucleotideos, assim como as condi¢fes para reacdo de
amplificacdo e digestdo enzimatica, estdo descritos na tabela abaixo.

Quadro 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, enzima e padrdo de digestdo
utilizados na analise molecular (PCR-RFLP) para identificacdo da mutacdo de Hb S

Primers Tamanho Enzima de Padréo de segmentos
(HBB: ¢.20A>T) do restricéo para cada alelo
Amplificado
Ddel A: 201pb, 88pb,
P 277 -5 GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ 382ph (5 - CJTNAG-3") 87pb e 6pb*
P 278 - 3° ACC TTA GGG TTG CCC ATA AC 5° T: 288pb, 88pb e
6pb*

*o0 fragmento de 6pb n&o é visivel durante interpretacéo dos resultados.
N —bases A T,Cou G

Para cada tubo, com volume final de 25uL, foi preparada a seguinte reacao:

H20 Mili Q s 13,0 uL
Tampdo sem MQCla 2,5ulL
MOCl2 50 MMM 3,0 ul
ANTP 1,25 MM e 1,0 uL.
Primersense 10 UM s 2,5 uL.
Primer antisense 10 M .o 2,5 uL.
Tag Polimerase SU e 0,2 uL
DNA 150 ng/HL 2,0 uL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condigdes:

ETAPA TEMPO TEMPERATURA
Desnaturacéo 30 segundos 94°C
Anelamento 30 segundos 55°C 35 ciclos
Extensdo 1 minuto 72°C
Extenséo final 10 minutos 72°C

Apos a amplificagdo, o fragmento de 382 pb foi digerido em banho maria a 37 °C

durante10 minutos.
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Digestdo enzimética

HoO ultrapura 9,0 uL
Tampdo Fast DIgest s 1,0 uL
Enzima Fast Digest Ddel =~ o 1,0 uL
Produto da PCR 5,0 uL

O produto da digestdo da enzima de restricao foi analisado por eletroforese em
gel de agarose a 2,0%, sob corrente elétrica constante de 80 V durante 30 minutos. O

gel foi visualizado sob luz UV, apo6s sensibilizacdo com brometo de etideo.
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APENDICE C- Rastreamento das variantes genéticas dos genes NPRL3, eNOS e HIF1A

Os oligonucleotideos, bem como as enzimas de restricao, e os tamanhos dos fragmentos gerados na genotipagem das mutagdes genéticas
desse estudo estdo descritas na tabela abaixo

Quadro 2: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, enzimas e padrdes de digestdo utilizados na andlise molecular (PCR-RFLP) para
identificacdo do SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009 e SNP rs1799983 (eNOS) e 0 SNP rs11549465 (HIF1A).

Mutacéo Oligonucleotideos (Primers) Tamanho o Enzima de Fragmentos originados
mplificado restricao para cada alelo
NPRL3 NL3-R: 5° - CCTCACAGTGTGGGATGACA - 3’ 321 Dde | T: 145 pb e 176pb
(T/G) NL3-F: 3" - ATTAGGTCCCACTCCCAAGC - 5’ (C|TNAG) G: 321 pb
rs7203560
eNOS eNOS1: 5> - CAGGAGACAGTGGATGGAGG - 3 391 Ban Il G: 159pb e 232pb
(GIT) eNOS2: 3° - CAGTGTCCAACATGCTGCTG - 5° (5" -RGCY|C 3") T- 391
rs1799983 ]
eNOS* 4al: 5> - CTATGGTAGTGCCTTGGCTTGAGG - 3 4a: 187pb
VNTR 4adb 4bl: 3> - ACCGCCCAGGGAAGCTCCGCT -5 o e 4b: 210 pb
rs61722009 '
HIF1A HIF1Al: 5° - AAGGTGTGGCCATTGTAAAACTC -3’ 346 Tsp45l C: 124 pb, 139 pb e 83 pb
(CIT) HIF1A2: 5° - GCACTAGTAGTTTCTTTATGTATG - 3’ (5>- |GTSAC -37) T: 263 pbe83pb
rs11549465

*A mutacdo 4adb por tratar-se de um VNTR com repeti¢Bes de 27pb, a identificacdo dos diferentes padrdes de alelo se deu pelos diferentes tamanhos de banda.
N —bases A,T,Cou G

R — bases Aou G
Y —basesCouT
S-CouG
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. PCR-RFLP para o SNP rs7203560 (T/G) do gene NPRL3

Para cada tubo, com volume final de 25uL, foi preparada a seguinte reacao:

H2OMiliQ e, 15,8 uL
Tampdo com MgCla oo 2,5 uL
ANTPS5MM e 2,0 uL
Primer NL3-R 10 M oo, 1,0 uL
Primer NL3-F 10 UM oo 1,0 uL
DMSO (100%) oo 0,5uL
Tag Polimerase 5U .o 0,2 uL
DNA 150 ng/UL e 2,0 uL

A reacdo de amplificagdo obedeceu as seguintes condicdes:

ETAPA TEMPO TEMPERATURA  CICLOS
Desnaturacao inicial 5 minutos 95°C
Desnaturacéo 30 segundos 94°C
Anelamento 40 segundos 75°C 35 ciclos
Extenséo 1 minuto 72°C
Extensdo final 10 minutos 72°C

Apbs a amplificacdo, o fragmento de 321 pb foi digerido em banho maria a 37 °C
durante 5 minutos.

Digest&o enzimatica

HoO ultrapura s 7,0 uL
Tampado Fast DIgest 2,5 uL
Enzima FastDigest Dde [ (C{TNAG) .oooooiiiiiiiiee e 1,0 uL
Produto daPCR 1,0 uL

Os produtos da digestdo enzimatica foram analisados por meio de eletroforese
em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etidio, sob corrente constante de 80 V

por 35 minutos, e visualizados sob luz UV.
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Figura 7: Perfil eletroforético do SNP rs7203560 (T/G) do gene NPRL3

321 pb

176 pb
145 pb

Foto de um gel de agarose a 2,5%, submetido a iluminagdo UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o
SNP rs7203560 (gene NPRL3). Amostras 1, 2, 3, 5, 6 7 e 8 — homozigoto selvagem (TT) e amostra 4
heterozigoto (GT). Nenhuma das amostras apresentou padrdo homozigoto mutante (GG). 1Kb = marcador
molecular de 1000pb.

e PCR-RFLP para o SNP rs7203560 (1772C/T) do gene HIF1A

Para cada tubo, com volume final de 25uL, foi preparada a seguinte reacao:

HOMiliQ s 11,3 uL
Tampdo sem MgCla 2,5ulL
MgCl250 MM s 1,25 uL
DMSO 100% s 0,75 uL
ANTPS5MM 2,0 uL
Primer HIFLAL 10 uM o 2,5uL
Primer HIF1A2 10 UM e 2,5uL
Taq Polimerase 5U e 0,2 uL

DNA 150 ng/UL 2,0 uL
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A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condigdes:

ETAPA TEMPO TEMPERATURA  CICLOS
Desnaturacéo 5 minutos 95°C
Desnaturacéo inicial 30 segundos 95°C
Anelamento 30 segundos 64°C 35 ciclos
Extenséo 30 segundos 72°C
Extenséo final 7 minutos 72°C

Apo6s a amplificacdo, o fragmento de 346 pb foi digerido em banho maria a 37 °C
durante 5 minutos.

Digestdo enzimatica

HoO UItrapura e 7,0 uL
Tampdo Fast DIgeSt oo 2,5 uL
Enzima Fast Digest TSPAS] ..o 1,0 uL
Produto da PCR e 1,0 uL

Os fragmentos resultantes da digestdo enzimatica foram analisados em
eletroforese em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etidio, sob corrente

constante de 80 V por 35 minutos, e visualizados sob luz UV.

Figura 8: Perfil eletroforético do SNP 11549465 (1771 C/T) do gene HIF1A

1 Kb
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Foto de gel de agarose a 2,5%, submetido a iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o SNP
mutagdo rs11549465 1772 C/T (gene HIF1A). Amostras 1, 2, 3, 4 e 6 — homozigoto (CC) selvagem;
Amostra 5, - heterozigoto (CT). 1Kb = marcador molecular de 1000pb.



e PCR-RFLP para os SNP rs1799983 (894G/T) gene eNOS
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HoO ultrapura e 15,2 uL
Tampdo sem MgCla 3,0 uL
MgCL 50 MM 2,0 uL
DMSO 100% e 0,5 uL
ANTP5MM 2,0 uL
Primer eNOS-R 10 uM oo 2,5 ul
Primer eNOS-F 10 UM oo 2,5 uL
Tag Polimerase 5U 0,2 uL
DNA 150 D@/UL oo, 2,0 uL
A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condigdes:
ETAPA TEMPO TEMPERATURA  CICLOS
Desnaturacéo 5 minutos 94°C
Desnaturacéo inicial 30 segundos 94°C
Anelamento 40 segundos 65°C 35 ciclos
Extensdo 1 minuto 72°C
Extenséo final 10 minutos 72°C

Apbs a amplificacdo, o fragmento de 391 pb foi digerido em banho maria a 37 °C

durante 5 minutos.

Digest&o enzimatica

H20 Mili Q

Tampdo Tango Buffer

Enzima Fast Digest Ban Il (5’ - RGCY |C 3°)
Produto da PCR

Os fragmentos digeridos foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2,5%,

corado com brometo de etidio, sob corrente constante de 80 V por 35 minutos, e

visualizados sob luz UV.
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Figura 9: Perfil eletroforético do SNP rs1799983 (894G/T) do gene eNOS

391nb

232nbh
159nh

Foto do gel de agarose (2,5%) submetido & ilumina¢do UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o SNP
rs1799983 (894G/T - gene eNOS). Amostras 2, 6 e 7 - homozigoto para alelo selvagem (GG); amostras 1
e 3 - heterozigotos (GT). Nenhuma das amostras apresentou padrdo homozigoto mutante (TT). Na posicéo
referente a amostras 5 podemos observar auséncia de amplificagdo. 1Kb = marcador molecular de 1000 pb.

. PCR primer especifico para o VNTR 4a/4b.

O protocolo de amplificacdo foi realizado de acordo com o sugerido por Nishank,

2013, com modificaces.

HiOMIliQ e, 15,7 uL
Tampdo com MgCla e 3,0 ul
ANTPS5 MM 2,0 pL.
Primer 4a4b-R 10 uM s 1,0 uL.
Primer 4a4b-F 10 uM s 1,0 uL.
Tag Polimerase 5U 0,2 uL

DNA 150 ng/UL 2,0 pL.
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A reacdo de amplificagdo obedeceu as seguintes condicdes:

ETAPA TEMPO TEMPERATURA  CICLOS
Desnaturacao inicial 5 minutos 95°C
Desnaturacéo 30 segundos 94°C
Anelamento 40 segundos 75°C 35 ciclos
Extenséo 1 minuto 72°C
Extenséo final 10 minutos 72°C

Apos amplificagdo foi possivel avaliar a presenca dos alelos de acordo com 0s
diferentes tamanhos dos fragmentos originados. Quando na presenca do alelo mutante 4a
(originado a partir de 4 repeticdes de 27pb), o fragmento apresentou 187pb enquanto na
presenca do alelo selvagem 4b (5 repeticdes de 27pb), foi observado um fragmento de
210pb (Figura 10).

Os fragmentos amplificados correspondentes aos alelos normal e mutante foram
analisados em eletroforese em gel de agarose 3,0%, corado com brometo de etidio, sob

corrente constante de 80 V por 45 minutos, e visualizados sob luz UV.

Figura 10. Perfil eletroforético da mutacdo VNRT rs61722009 (4a4b) do gene eNOS

1Kb 1 2 3 4 5 6

sy ee o Ew e 0P
_ 187 pb

Foto de um gel de agarose a 3,0%, submetido a iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR para a mutagdo
rs61722009 (4adb- gene eNOS). Amostras 1, 3, e 4 — padrdo heterozigoto (4a4b); Amostras 2, 5 e 6 —
padrdo 4b4b. 1Kb = marcador molecular de 1000pb.
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Introduction: Individuals with sickle cell anemia (SCA) suffer with unpredictable
painful crises that are considered a potential event to trigger fatal complications. The
premature destruction of RBCs, in special by intravascular hemolysis (IH), has been
suggested as an important risk factor in occurrence of severe clinical conditions. This
study reports the hemolytic profile characterization in SCA individuals in relation to
occurrence of pain crises. Methods: The hemolytic parameters were evaluated in steady
state SCA patients (n=103), adults, subdivided in two groups according to the occurrence
of the painful episodes (0-2 and > 3). For characterization of the hemolytic profile we
meansured the plasma Hb levels (a specific marker of IH) and the hemolytic markers used
in clinical routine (Rel. Ret, Abs. Ret, LDH, AST and UCB). During the analyses, we
compared the parameters between the subgroups and the relationship between each other.
Results: The plasma Hb levels were 1.3 times higher in the subgroup composed of
individuals who had major number of painful crises episodes in the last year (>3 pain
crises). This marker of IH also relationated with the LDH e AST enzymes values, as well
as the percentage of reticulocytes that showed higher influence in plasma Hb leves.
Conclusion: our results suggests that IH is an important hemolytic factor in preventive
conduct about crises occurrences in SCA patients. Besides that, the laboratory parameters
already used to hemolytic profile characterization in clinical routine of these patients, are
also important allies in the characterization of IH.
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) was one of the first hemoglobinopathies to be discovered and
represents the most common hereditary hematologic disorder in the world. [1,2]. This
genetic disorder, consequent of homozygous inheritance of the hemoglobin S (Hb S), is
characheterized by chronic hemolytic anemia and severe clinical manifestations reflected
in heterogeneous and complex phenotypes. The Hb S is a protein originated from a point
mutation in the sixth codon in the B-globin (HBB: c. 20A> T-rs334) gene that causes the
substitution of glutamic acid for valine (HBBC-YSVALY in the polynucleotide chain [2-3],
resulting in a hemoglobin molecule with altered properties. The protein physico-chemical
changes culminate in the intraerythrocytic Hb S polymerization under different conditions
(dehydration, hypoxemia or acidosis). The recurrent and cyclic process of RBCs sickling
added in hypoxic microenvironment, are trigger for the pathophysiological events,
leading to vaso-occlusion and hemolysis [4,5] and as consequence, a range of clinical
manifestations, the SCA phenotypes [6].

The premature destruction of RBCs, in special by intravascular hemolysis (IH), has been
suggested as an important risk factor for occurence of severe clinical conditions [7-9].
Erythrocyte lysis within the blood vessels lumen provocates extravasation of the
intracellular content in the bloodstream. Excess of cell free plasma Hb has a toxic effect
triggering adverse reactions [8; 10, 11]. Free heme group allows the iron molecule in
ferrous state (valence Fe?*) readily to participate in redox reactions (Fenton reactions),
contributing to the oxidative stress. Besides that, the free plasma Hb can also form a stable
complex with the nitric oxide (NO) [12], collaborating for a decrease in NO
bioavailability and consequent endothelial homeostasis impairment and inflammatory
reactions [13]. These events can influence the variable hemolytic profile among the
patients and be one of the causes that explain the heterogeneous clinical spectrum of the
disease.

Apart of the hemolysis, the sickle-shaped cells cannot flow freely through blood vessels
causing vaso-oclusive crises, which lead to ischemia and hypoxia. As a clinical
consequence, these individuals with SCA suffer with the ocorrence of intense
unpredictable painful crises. Although these pain episodes being a hallmark of SCA, it
happens in variable frequency among the patients [14,15] . These painful crises are

characterized by acute or chronic episodes of pain, without complications and apparent



APENDICES

causes. However, this clinical manifestation is classified as serious condition, even if
temporary, being a potential event to trigger fatal complications [6;16]. These events can
start during childhood and increase in severity throughout life, being usually the most
common cause of hospitalization, adversely impacting the patients’ quality of life and

their caregivers [17,18].

Among several recent researches that provide new knowledge about SCA, many studies
provided advancing in understanding of clinical features and heterogeneous phenotypes,
epidemiology and disease pathophisiology [19, 20]. However, the mechanisms of painful
crises have not yet been fully clarified neither how they are related with the disease

severity. Therefore, they are still being an important focus for research efforts [18; 21].

Since pain in SCA patients is associated with an increase in morbidity, to elucidate the
hemolytic and hematological parameters that are related with this clinical manifestation,
could help the clinicians counselling and better management and designing of clinical
strategies for reducing the frequency of painful crises of patients with SCA. The aim of
our study was to characterize and evaluated the hemolytic profile in SCA individuals

subdivided according to the frequency of painful crises episodes.

Materials and methods
Subjects

Our study involved 103 SCA patients (44 males and 59 females), adults receiving medical
care at the State Institute of Hematology “Arthur de Siqueira Cavalcanti”, Rio de Janeiro
(HEMORIO). The selected patients were in steady state of the disease [17] at the moment
of the blood collection. Namely: no history of hospital admission for acute painful crisis
treatment at least four weeks before the sample collection; absence of blood transfusions
carried out in <60 days or HbA lower than 10%; and no history of intercurrent illness
(infection, inflammation) during the four previous weeks, neither the use anti-
inflammatory and antibiotic drugs. We only included individuals without
hidroxicarbamide (HC) use. After verbal explanation, all the subjects consented to
participate in the study, which was approved by the Supervision and Data Security Board

of the institution in accordance with the Brazilian norms and Research Ethics Committee.
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Screening and molecular diagnoses for SCA and HbF levels quantifications

Peripheral blood samples (5mL) were collected in tubes with 5% anticoagulant
(ethylenediaminetetraacetic acid - EDTA). Part of this sample was centrifuged to isolate
the plasma which was stored and part used to characterization of hemoglobin profile
performed by electrophoresis on cellulose acetate (pH 8.6) [22] and agar gel (pH 6.2)
[23]. Red cells morphology was analyzed by light microscopy with 40x objetive [24].
Hemoglobin fractions quantification was obtained by high performance liquid
chromatography (HPLC) using the automated Ultra2 equipment, (Trinity Biotech PLC,
Bray, Co Wicklow, Ireland). With this procedure we also obtained the Hb F fraction

values, the main genetic hemolytic modulator in SCA pathogenesis.

To confirm the homozygosity for Hb S (SCA diagnosis), DNA was extracted from
leukocytes by precipitation method [25] and the samples were submitted to the
polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP) [26]
in which the amplified fragment was cleaved using Ddel (C] TNAG) restriction enzyme
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA).

Hematological and hemolytic laboratory parameters

Hematological parameters analyzed were: red blood cells count (RBC - M/uL), total Hb
levels (g/dL), hematocrit (Ht - %) , the mean corpuscular volume (MCV -fL) and mean
corpuscular hemoglobin (MCH - pg). All these parameters were obtained by
authomatized equipament (Cell-Dyn Ruby). To characterize the hemolytic profile, the
evaluated parameters were: absolute reticulocytes (Abs. Ret. —k/uL), relative reticulocyte
(Rel. Ret - %), unconjugated bilirrubin levels (UCB - mm/dL), estimated by 2,4-
dichlorophenyl diazonium method; and the enzymes lactate dehydrogenase (LDH - U/L)
and aspartate aminotransferase (AST - U/L) measured by UV enzymatic methods
(AUG80 Chemistry System, Beckman Coulter Inc., Jersey, NJ, USA). The hemolytic

laboratory markers considered in this study was seleted according to the literature [27].
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Plasma cell free Hb levels

The plasma samples that were obtained from centrifugation of the total blood, were stored
at -80°C until the cell free plasma hemoglobin (free Hb) quantification. These plasma
samples were then thawed carefully on ice and submitted to enzyme-linked
immunosorbent assay (Hemoglobin Human ELISA Kit - ab157707) with
spectrophotometric detection at 450 nm wavelength (Thermo Plate).

Group’s stratification according to painful crises frequencys

A previous study by our research group evaluated several clinical and laboratories
parameters which could to influence the disease severity in SCA individuals. Among the
results, we observed that the occurrence of three or more painful episodes in the last year
were more frequent in intermediate or severe phenotype individuals group [28]. Cause
of this, our study group was categorized by the frequency of painful crises occurrence in
the last one year previous the study onset. Our study group were subdivided in one
subgroup composed by individuals who had no painful crises or had only one or two
painful episodes (0-2 crises) and the second subgroup composed of individuals who had

three or more painful episodes (> 3 crises) in the last year.

Statistic analysis

Statistical analyses were performed using the Statistica 8.0 software (StatSoft Inc., Tulsa,
OK,USA), and the GraphPad Prisma version 5.01 for Windows (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). We assessed the data normality and homogeneity of variance using the
Normal Probability Plots of Residuals and Levene's test, respectively. Hematological and
hemolytic parameters were compared between the subgroups using the General Linear
Models (GLMs) which allowed us to evaluate the data by combinations of categorical
and continuous variables. For these analysis, we compared the parameters (dependent
variables) between the subgroups “pain crises” (predictors) with adjustment for gender,
age and Hb F values (co-variables). The relation among the hematological markers were
performed by Spearman correlation test (non-parametric data) and the General
Regression Models (GRM) was used to evaluate the influence of the laboratory hemolytic
parameters in free plasma Hb levels (intravascular hemolysis). Data were expressed in
meanzstandard error of mean. We adopted 95% confidence intervals, with a significance
level of p<0.05.
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Results

To evaluated the hemolytic profile between the two subgroups, we to compare the
hematological values as well as laboratory markers of hemolysis. Our results showed that
only the plasma Hb levels were different, being about 1.3 times higher in individuals who
had three ou more pain crises during the last year (Table 1). The other markers did not
show any difference. Although the hematological parameters were similar between the
subgroups, they were out of expected normality values, characterizing chronic hemolytic

anemia, a common condition in these patients.

As we noticed that plasma Hb levels was the only hemolytic marker that had different
levels according the frequency of painful episode, we decided to evaluate the relation this
specific intravascular hemolytic marker with the laboratory biochemical parameters have
already used in the clinical routine to estimate the hemolytic profile of this patients. Our
results showed that the percentage of reticulocytes (r=0.769; p<0.001) as well the AST
(r=0.329; p=0.001) and LDH (r=0.772; p<0.001) enzyme levels had positive correlation
with the plasma Hb levels (Fig. 1). Among of these with positive correlations, when
investigated the degree of association, the percentage of reticulocytes was the parameter

with higher influence in variation of the free plasma Hb levels (R=0.129; p=0.021).

Discussion

Our study evaluated the hemolytic profile in frequency of painful crises occurrence in
SCA steady state individuals. To the authors’ knowledge this is the first study did with
Brazilian patients in this field. The values of the hematological and haemolytic parameters
evaluate in our study were increased, in special the total Hb that is the most direct
indicator of the clinical severity in hemolytic disease. These results already were already
expected once that our study group was formed by SCA individuals in steady state, so
therefore patients presenting the own conditions of the disease as chronic hemolysis.
[17;29]

After our analysis we can noticed that the intravascular hemolysis (IH) was the only
parameter with significant difference between the subgroups based on the painful crises
episodes. RBC sickling is responsible for structural damage in membrane leading to
premature death of the cells by the reticuloendothelial system culminating in chronic

extravascular hemolysis in SCA patients. This process can be compounded yet by the IH,
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followed by the release of the heme and cell-free plasma Hb, contributing with increase
the inflammatory and, somehow, with the mechanisms of pain [21]. Therefore, some
studies have suggesting the plasma Hb levels as an important direct marker of IH and a
promising prognostic parameter in hemolytic conditions if we consider the IH as a risk
factor in severe clinical conditions [8;20]. This idea was corroborated with the results of
our study. Besides that, we observed that the laboratory parameters already adopted in
clinical routine to estimate the hemolytic profile were related with IH, suggesting the

importance of the study them as tools for the profile IH characterization.

The primary acute pathophysiological response to IH is the release of extracellular Hb in
plasma, collaborating with increase of inflammatory condition [30,31] and decreasing of
NO bioavailability with consequent endothelial damages and vascular dysfunction. These
events may have a significant contribuition to vasooclusive processes, the principal
causes of painful crises associated with the clinical complications [9;32]. Researches
showed that individuals with SCA who had experience of the more than three painful
crises per year usually had severe and moderate clinical phenotype [28;33]. The frequency
of painful crises, especially vaso-oclusive crises, may be affected by clinical and
hematological parameters [29]. For this reason, the control of hemolytic profile as a
preventive measure for reduction in frequency of painful episodes should be considered.
With our results, we could suggest that the plasma Hb levels, as well as the IH occurrence,
is another hemolytic marker that should be consider with attention among the haemolytic

laboratories markers already used.

When the relationship among the laboratory markers of hemolysis and the IH is
considered, although the correlation between the lactate dehydrogenase (LDH) and
aspartate aminotransaminase (AST) enzyme has been observed, the percentage of
reticulocytes was the parameter with higher influence. The reticulocyte count it is a
important and useful screening test for hemolysis or blood loss. Therefore, its clear that
this is an importante hematologic parameters to consider in the severe clinical conditions,
like a painful crises, once the acute anemia ocorrence should be consider like an

aggravating factor [18;34].

Regarding the enzymes, LDH was observed in higher values, a common finding in SCA
steady state patients. The LDH, a marker of nonspecific tissue damage used too as a

diagnostic and prognostic factor in chronic hemolysis and other clinical complications.
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Most recently this enzyme also has been suggested as an important intravascular
hemolytic marker [35, 36], being our study one more evidence for this affirmation once
we observed the positive correlation between LDH and plasma Hb levels. In addition, the
AST was also related with the plasma Hb levels. This enzyme plays a role in amino acid
transamination in cells and acts as an important marker of tissue damage, especially in
hepatic tissue [37]. In SCA individuals, the chronic hemolysis condition culminates,
sometimes, in hepatic damage due to the excess of the RBC remotion.The evaluation of
both enzymes together may be an important tool in the characterization of the hemolytic
profile in SCA, if we consider the occurrence of intra- and extravascular hemolysis, even

in different proportions according to the clinical condition presented.

The uncojugated billirubin (UCB) was the only hemolytic parameter not related with the
plasma Hb levels. The UCB is a result of the processing of the free heme group in the
bloodstream consequent of the exteriorization of the intra-erythrocyte content caused by
hemolysis. As 85% of the circulating billirubin derives from hemoglobin catabolism in
the reticuloendothelial organs, this parameter is considered a good marker for
extravascular hemolysis and, to a lesser extent, for intravascular hemolysis [29], which
can explain the lack of correlation with the plasma Hb levels. However, its relation with
the other hemolytic markers suggests that UCB is as important as the others parameters

in hemolytic profile characterization.

Painful chronic painful crises affect a majority of SCA patients, and dramatically reduce
their quality of life. Unfortunately, the mechanism of pain is still inconclusive in SCA.
Genetic factors deserve consideration in future studies, such as the Hb F, which when
levels are increased has been associated with reduction in frequency of vaso-oclusive
painful crises [38]. Furthermore, the BS haplotypes, which have also been suggested as
genetic modulators of hemolytic severity and may explain the clinical variation among

SCA individuals, could assisting in predicting clinical severity [39,40].

Conclusion

Our study showed higher levels of plasma Hb in individuals who had three or more
painful episodes during the last year. These results suggests that IH may be important
hemolytic factor to be considered for preventive conduct about crises occurrences in SCA
patients. Added it, significant relationship between the laboratory hemolytic markers

(LDH, AST and reticulocytes count) and the plasma Hb levels suggest that these
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parameters are important allies in the characterization of intravascular hemolysis and
hemolytic profile, as well as in predicting the severity of clinical manifestations such as

the vaso-occlusive painful crises.
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Table 1: Hematological and hemolytic parameters in steady state sickle cell anemia
individuals

Sickle Cell Anemia
Pain crises occurrence in last one year

0-2 >3 Normality
N=78 N= 25 p values
Mean (xSEM) Mean (+SEM) value**

Gender 45 Q 334 149 I
RBC (M/ul) 2.50 (+ 0.05) 2.61 (+0.11) 0.721 45— 6.0*
Hb (g/dL) 8.05 (£ 0.12) 8.23 (+ 0.26) 0.724 12.0-16.0*
Ht (%) 23.51 (+0.83) 23.39 (+0.77) 0.690 36.0 - 50.0*
MCV (fL) 90.19 (+0.83) 89.85 (+ 2.44) 0.888 80.0 — 94.0*
MCH (pg) 31.73 (£ 0.34) 31.72 (£ 0.96) 0.825 27.0 - 32.0%
Rel. Ret (%) 11.10 (£ 0.42) 11.08 (+ 0.25) 0.797 0.5-1.5%
Abs. Ret (K/uL) 278.43 (+9.50) 281.29 (+ 29.05) 0993 -
LDH (U/L) 720.0 ( 52.46) 874.00 (+ 35.70) 0.574 480
AST (U/L) 47.4 (+1.90) 52.05 (+ 6.03) 0.129 <31
UCB (mm/dI) 2.60 (+0.14) 2.60 (+0.32) 0.782 <07
Plasma Hb (ng/mL) 80.89 (+3.80) 107.00 (+ 13.09) 0002 -

SEM-= standard mean error. RBC: red blood cells, Hb: total hemoglobin; Ht: hematocrit; MCV: mean corpuscular
volume; MCH: mean corpuscular hemoglobina.

Rel. Ret = relative reticulocytes; Abs. Ret. = Absolutes reticulocytes; LDH = lactato desydrogenase; AST: aspartato
aminotrasnferase; UCB= unconjugated billirubin; Plasma Hb = cell free plasma hemoglobin.

*Values of normality were estimated based on the range of the lowest and highest normal values for men and women.
**Statistical test: GLM; P <0.05 considered significant.
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Figure 1: Correlation among laboratories hemolytic markers and plasma Hb levels. p<0.05 was considered
significative. Moderate positive correlation was observed between plasma Hb with Rel.Ret (r=0.361;
p=0.021), LDH (r=0.363; p=0.021) and AST (r=0.311; p=0.033). Among the laboratory markers, the higher
positive correlation were observed between the Rel.Ret x Abs. Ret (r=0.769; p<0.001), LDH x AST
(r=0,772; p<0.001), and moderate correlation between UCB with Rel.Ret (r=0.227; p=0.041), LDH
(r=0.304; p<0.001) and AST (r=0.329; p<0.001) Statistical analysis: Spearman’s correlation.
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Absctract

Located near the alpha-globin cluster, the gene Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3)
comprehends the alpha globin gene regulatory sites (HS-40, HS-33 and HS-48) in its intronic
regions. The single nucleotide polymorphism rs7203560, of the gene NPRL3, has been associated
with lower hemolytic rates in individuals with sickle cell anemia (AF). Thus, transcription factor
(FT) binding sites, molecular modulating units, were investigated by means of phylogenetic
footprinting in order to evaluate the influence of this variant on the expression of the globin alpha
gene. Using the NPRL3 sequences in Hominidae species, our investigation pointed to six sites of
FTs in the SNP region. The presence of these sites suggests the participation of factors, directly
or indirectly, in the regulation of alpha-globin genes, and consequently, in the association of SNP

with hemolytic rates in individuals with AF.

Keywords: NPRL3; sickle cell anemia; phylogenetic footprinting
Introduction

The sickle cell anemia (AF) is a complex monogenic disease, resulting from a
point mutation (HBB.c20A>T) in homozygosis in the beta globin gene (configuring the

BS allele), is one of the most severe forms of sickle cell anemia, and is characterized by
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having great clinical heterogeneity among its individuals. Among the main
pathophysiological processes that trigger the clinical conditions of AF, we highlight the
vessel occlusion and the chronic hemolytic process[1]. The latter has been suggested as
an independent risk factor in favor of more severe clinical conditions, and may be
involved with complications such as leg ulcer [2] and the pulmonary hypertension [3].
The search for genetic markers that may characterize and exert influence on the hemolytic
profile in people with AF has been shown to be a promising tool in clinical trials and
prognostic approaches for hemolytic anemia [3,4], including AF among them.

Among recent studies, the association of the single nucleotide polymorphism
(SNP) rs7203560, located in the first intron of the Nitrogen Permease Regulator-Like 3
(NPRL3) gene, located in the located in the short arm of chromosome 16 (16p13.3), with
lower hemolytic rates in individuals with AF [4]. It is known that this gene has high
conservation rates throughout its evolutionary process, being related to the globin clusters
from the origin of the vertebrate organisms, preceding the spatial separation of the
preceding the spatial separation of a and 3 globin families [5]. Thus, the NPRL3 gene is
evolutionarily conserved, especially among birds and mammals, both in terms of gene
constitution, and in its order, orientation and chromosomal position, which is close to the
alpha-globin cluster [6].

Also, among its intronic regions were registered the presence of some of the main
regulatory elements of the alpha globin genes (HBA1 e HBA>), the HS-40, HS-33 e HS-
48 [7,8]. These elements act in the process of regulating the gene expression of the HBAS,
being of great importance for the transcription process and consequently hemoglobin
synthesis [9]. In addition, one study also pointed out that the SNP rs7203560 showed

linkage disequilibrium with polymorphic variants, SNPs rs9926112, rs7197554 and
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rs13336641, which are located between these regulatory sites, and in positions in
evidence, as for example this latter SNP that is located next to a CTCF binding site [4].

The dynamic character of the genome is reflected in the importance of the
variation of its non-coding portion, which is responsible for acting on the mechanisms of
articulation and gene expression. Thus, understanding the functioning, dynamics and
mechanisms related to gene regulation has also become the focus of molecular studies
[7,8]. Among these, the proteins involved in the machinery of gene regulation,
transcription factors (TFs) have been highlighted as important functional units to these
processes [7,10,11].

An important approach that has been increasingly used in order to analyze TF-
binding sites is the analysis of phylogenetic footprinting [12]. This is a comparative
genomic analysis which admits that high-degree non-coding sequences among different
species may indicate specific TF binding sites [12]. Also, through this methodology, it is
possible to draw a parallel between the degree of conservation of these sites and a possible
functional importance involving the respective TFs indicated according to the analyzed

biological problem [13].

Thus, by searching for TFs that have binding sites in the polymorphic region of
the NPRL3 gene, it is suggested to establish possible relations between the factors with
potential action in this region and the regulation of HBAs. This study aimed to track, in
silico, sites of TFs links in the region of SNP rs7203560, NPRL3 gene, by means of

phylogenetic footprinting.
Material and Methods

The tracking of TFs that have binding sites in the SNP rs7203560 region was made

through the phylogenetic footprinting analysis. In this way, binding sites of TFs



ANEXOS

conserved throughout the evolutionary process of Hominidae were traced, possessing
possible functional importance to the expression of the globin genes and/or to
hematopoietic mechanisms [13]. The tool used was the VISTA tools (http://www-
gsd.lbl.gov/vista/), that performs comparative genomics analysis and allows the
alignment of genomes of several species. Sequence alignment and conservation
assessment were carried out on the basis of the local program BLAT (BLAST - like
alignment tool), with the purpose of identifying homology between species. Sequences
related to the first intron of the NPRL3 gene available in databases (National Center of
Biotechnology Information - NCBI and European Bioinformatics Institute - EMBL) of the
species representing anthropomorphic apes: Pan troglodytes (GenBank: NC_006483.4),
Pongo abelii (GenBank: NC_012607.1), Macaca mulatta (GenBank: NC_027912.1) e
Gorilla gorilla (GenBank: NC_018440.1). All sequences were compared to each other
and to the sequence of Homo sapiens (Gen Bank: NG_029669.1), also obtained through
the abovementioned databases, containing the ancestral allele of the SNP rs7203560.
The data were processed and globally aligned through the MLAGAN and
visualized in the VISTA Browser software, in which the alignment is characterized by the
definition of different colors and patterns of peaks and valleys. Then the conserved
regions were evaluated using the default parameters of the program. In order to identify
the binding sites of TFs, the rVISTA software associated to the database TRANSFAC (913

motifs) was used, by means of comparative sequence analysis [14,15].

Results and Discussion

All the intronic regions were aligned and presented more than 70% identity in at
least 100 base pairs when compared between species. At first it was believed that due to

the absence of functional restriction, non-coding regions (such as the intronic regions)
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would not be on selection effect and consequently would have lower conservation rates,
evolving faster. However, several studies have demonstrated the existence of certain non-
coding regions conserved in the human genome [16-18], meeting the first result observed
in our analysis. Thus, when showing an intrinsic region with conserved sites, it is possible

to suggest a possible evolutionary importance of the studied intron fragment.

We identified 80 motifs conserved among the species analyzed in the polymorphic
region of interest. From this total, TFs whose roles are directly or indirectly related to
aspects approaching the hematopoietic and globin expression processes were selected
(Figure 1), being: Ecotropic viral integration site 1, which has a function related to the
proliferation process and renewal of adult and embryonic hematopoietic cells in mice
[19]; Kruppellikefactor 1 (KLF1) which is a specific erythroid activator (unique to 26
mammals), acting on the molecular mechanisms of induction of globin gene expression
[20,21]. In addition, KLF1 recognizes CACCC box sites, which in turn are regions found
in the globin promoter region [5,22]; signal transducer and activator of transcription 1 e
3 in which, together, they exhibit roles as hematopoietic negative regulators when in
circumstances in which erythroid progenitor cells present erythropoietin as differentiation
inducing factor [23]; SMAD Family member 1 which promotes the signaling of bone
morphogenetic proteins, in which the relationship between these two molecules is
associated with the function temporarily defined to Smadl in restricting the expansion of
early hematopoietic progenitor cells [24]; and YY1 factor transcriptional, which acts as a
controlling factor for the expression of the HBA gene in less derived mammals (when
compared to the species studied here), in order to form an extended promoter in the region
of the binding site of this factor, the exon 1 of HBA. Moreover, the latter was previously
pointed out, by a work of our group, as a candidate factor involved in the expression of

the gamma globin gene [11].
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The relation of selected factors as possible candidate TFs is different from those
previously found [7], where regions conserved within the NPRL3 gene region were
investigated. Twenty-four multispecies conserved sequences were found in these regions,
which were separated into five general groups: promoters, other regulatory elements,
splicing elements, previously unidentified exons, and unknown elements [7]. Considering
a possible increase of motifs in the database of TF sites we used as one of the main
variants associated to this difference of results, as well as the specificity in the suggestion
of the related TFs and the restriction of the gene region investigated, we emphasize the
originality of the data obtained here.

Studies suggest that the SNP has a relationship with the expression of lower
hemolytic rates, suggesting an effect homologous to that caused by lower Alpha-
thalassemia in AF [4]. Taking into account the results obtained with our analysis, and
knowing the importance of TFs as a possible modulating unit of gene expression, the
relationship reported in the literature involving the presence of SNP and hemolytic rates
may be justified in view of the action (or loss of action) of the TFs reported here.

By means of the phylogenetic footprinting, we found conserved TF binding sites
in Hominidae species that may be directly or indirectly related to the hematopoiesis
process, as well as the regulation of globin genes, especially HBAs. Also, it is noted that
the screened factors exhibit their binding sites when in the presence of the wild-type allele
SNP rs7203650 and that these sites may cease to exist when in the presence of the mutant
allele, consequently removing a TF potential acting in that region, which may be
associated with the results pointed out previously in another study [4].

These results are enlightening. However, it is important to note that new studies,

in vitro and in vivo, using the candidate TFs should be done, aiming at a better
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understanding of the roles played by these elements in the regulation of globin genes, as
well as their relationship to diseases associated with chronic hemolysis.
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Figure 1: Scheme of the organization of the genes located on the short arm of
chromosome 16.The telomeric and subtelomeric regions (pink) are represented on the far
right, followed by the gene N-methylpurine DNA glycosylase (MPG),
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Nitrogenpermeaseregulator-like 3 (NPRL3 — with exons represented in blue), and those
belonging to the alpha-globin  cluster:  hemoglobinsubunitzeta  (HBZ);
hemoglobinsubunitzeta pseudogene  (HBZps); hemoglobinsubunit delta (HBD);
hemoglobinsubunit alpha pseudogene 1 (HBApsl); hemoglobinsubunit alpha 1 e
2 (HBAL e HBA2); hemoglobinsubunittheta (HBQ).The SNP region, in the first intron, is
highlighted and within the framework the presence of binding site of the main
transcriptional factors is pointed out, as well as the interaction between them and the
regulation of hematopoiesis and globin genes: Signal transducer and activator of
transcription 3 e 1 (STAT3 e STAT1); Ecotropic viral integration site 1 (EVIS1);
Kruppellikefactor 1 (KLF1); SMAD familymember 1 (SMAD 1); YY1 transcription fator
(YY1). Lines in black: repression; Dotted red lines: activation.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica — CEP Hemorio

KoL M PESQUASA - CEF HEMORIOQ

COMITE
Rio de Janeiro, 04 de junho de 2009.

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

Prezada Pesquisadora,
O projeto, “Estudo de Polimorfismos Genéticos em Pacientes portadores de Doenga
Falciforme e sua associa¢do com complicagdes clinicas”, registro CEP HEMORIO 151/08,
foi aprovado pelo Comité desta Instituigdo, conforme a Resolugdo CNS 196, de 10/outubro de 1996, apos
analise das respostas as pendéncias.
Ressaltamos abaixo, algumas orientages fundamentais, as quais o pesquisador deve estar muito atenlo:

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

qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alquma e _sem prejuizo ao seu cuicado e deve receber

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

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

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

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

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

ANVISA, junio com seu posicionamento;

+ Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos
do Grupo | ou I! apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
também a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial. ]

«  Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente até 04/12/2009 e ao término

do estudo.

Sendo assim, por favor, contate a Coordenagao do CEP HEMORIO (Sra. Laura Jane ou Thais bliveira) pelo
telefone 2299-9442, ramal 2141, a fim de estabelecermos o fluxo de sua pesquisa e tomarmos outras

providéncias pertinentes.

Atenciosamente,

Laura Jane Gongalves Neumann
Coordenadora do CEP HEMORIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Frei Caneca, 8 - Cenlrc — Rio de Jareiro - CEP 20211-030

Tel; (21) 2299-9442 R. 2215 - Fax. 2242-4250 - WWW.h€MOrio r..gqov.br - cep@nemorio r.gov.br
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica— CEP IBILCE/UNESP

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS W““‘P
EXATASICAMPUS DE SAO
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DaADOS DO PROJETO DE PESQUIEA

Tiiule da Pesquisa:; Influencla de manzadores de hipdada e d3 sinfese de duldd nEMicD No processn
remoiticzo em Anemia Falcifome (HbSS) & Malara vivas.

Pesquisador- Parida PersiE oo Nascmento

Araa Tematica: Genellca Humana:
iTratase de pesguisa envolvendo Genética Humara gue nao necesslita de andlss
£ica por parte da COMER:);

Versdo: 1

CAME: 35008314 5.0000. 5266

Imsittul;io Proponents: Instiuto de Blocincias Letras e Clénclas Exatas’ Campus de S0 Josd o
Patrocinador Principal; Financiamenio Pripria

DaD0s O PARECER

Hmenn: do Parecar: 945451
[ata da Ralatora: 01022315

Aprassntagio oo Profsto;

As anemias nemoiticas s30 doengas caracterizadas pala ke ou destuigao

anomal die eniniciios, sendo classficadas em heredianas como a Anemia

Falciforme (AF) ou adquinidas como a Malarna. O presente projeto visa estudar marcadores bloquimicos &
en&ticos relacionadios a0 procasso hamoiiticn, que acompanha & svnlucao dessas duas ansmias.

Objetivo da Pesquisa:
Irmvestigar o5 & Marcadores gensticos & plasmaticos: relacionacos 3 via &3 hipida & na produgio de oido
riltrico, durande o processo hemoliico. Serdo ulliizadas amostras de sangue de dols Qrupos; (A) 300
Individucs de 18 a S0 anos, poradones de anemia falclfiorme e (B) 200 Individucs com maks ge sete anos,
diagnosticados com malaia provocada por Plasmodium viva.

Lvallacsn dos Riscos & Geanelicloa:

A pesquisadora Indicoyu que os Indiviguos da pesgulsa estdo sujelios @ risco minimo referenie &
possilidade de dor & hematoma no local da pungao vendsa decomants da coiets 4@ amosira sanguinea.
Como beneflclos, serdo reallzados testes laboraionals quanio a presenga de hemoglobinopatias &
marcadares gendticos e plasmaiicos para os Individucs constantes na

Endanetes:  CRISTOWAD COL DMIED iws

Babrre  EADIM HAZARETH CEP: {5 (R4

F: &P Municipka: S&0 JO8E [0 RO PRETO

Telefone: 172408 Faz: [1TTEN-2500 E-mail.  onrws Lacm ommag bn
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INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
LETRAS E CIENCIAS _ W
EXATASICAMPUS DE SAO

Ceorimumgiic do Parscer BEEAGT

pesquisa.
Comantarios & Consldsracies sobre 3 Peaqul=a:

Pesquisa com elevado merttn clentfico @ com relevandia a salde publica, que pretente realizar estudo na
area de genética & de doengas roplcals. Destaca-se a relevancla de nvestigagies relacionadas a malara e
anemia falciforme, duas doengas negligenciadas e de grande ocomanda no Brasll.

Conslderaghes sobra o Termos de apresentagao obrigatora:
A pesguisadora proode a dispensa da apresentagdo de dois TCLE. Para 3 pesgulsa envolvendd amosiras

obildas dos Indlviduos do grupo A , fol aprovado o TCLE 151/08 pelo CEP HEMORIO. O grupo da
pecquisadora tam convanio de colanoracio didatica e cantifiea com o HEMORIO formalizads palo processo
(:54/33/01/2012. Para a pesquisa envolvendo os Individuos do grupo B, a pesquisadora UiZara amostras
ge sangue previaments coletadas & ammazenadas. O AceEs0 35 AMOostras dependem da colaboragio com o
Instiuto Evandro Chagas, por melo do co-orentador da pesquisadora, Prof. Dr. Ricardo Lulz Danias
Machado. A pesquisadora apresenta o parecar consubstanciado do CEP IEVISVSME, o qual demonstra

manfesiagEn favoravel a0 projeto de pesquisa “Infecqao pelo Plasmodium vivax no municiplo e Anajas,

Eslado do Para: Assoclacao de pollmorsmos dos Qenes do recapior oo Unfocho T, TolHIkR e chocinas
Efvoividas na resposta Imune com os aspectos dinlcos™. O parscer do CEP IEWVSVE/MS fol confecclonado

em 21 de malo de 2014 & o projeto de pesquisa & de responsablidade do co-orentador da pesquisadora.

Tendo em yista, a5 justiNcativas apresaniadas pela pesquisadora para a dispensa dos TCLE, sugim tambem
a nao oirigatoredade &3 confeccdo e anallse de um nowva TCLE.

Recomendagies:
nada a declarar

Concluades ou Pandédncias & Lista de Inadequagies:
nata a deciarar

SHuagao dio Parscer:

Aprovado

Neceasita Apreciagio da COMEP:

Mo

Conslderagies Finals a critéro do CEP:
Progosta Iniclal compietaments adequada.

Endeiein: CRIETCWED COLOMBO a5

Bilira: JSRDM MATARETH CEF: & (555030

LWF: 5P Menbcipho: 540 JOSEE [0 RO PRETO

Telefore: |17@221-3508 Fae: (17E221-2500 E-mail:  blaned icn urmmp B
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica — Instituto Evandro Chagas

IMSTITUTO EVANDRO -
CHAGAS/ECISVSIMS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DaD0s 0O PROJETD DE PESGUISA

Tifule da Pesquisa: Infecgao psio Plasmodium vivas no munkdipio d2 Analas, Ssiado do Pard Associagdo
de polimorismos dos Qenes 00 recepton do Linfdcho T, TolHlke 2 ciincinas envoividas
N3 ME6poEia Imune oo o6 aspecios cinlcos

Pesquisador: Ricardo Lulz Dantas Machado

Arsa Tematica: Genética Humana:
(Trat3-se de pesguisa emvoivendo GEnética Humana Que nao necessita de andlse
&fca por parte da COMER);

Versdor £

CAAE: 20123413.0.0000.0019

Insttulgan Proponsnts: Instiuin Evandro Chagas/SVEMS

Patrocinador Primcdpal: Irsttubo Evandm Chagas/Svsms

DaD0S O PARECER

Nomern do Parecar; S554.389
[iata da Relatona: Za052014

Apragentagio oo Projeto:

Projeto de pesquisa que visa ldentificar 3 ocomEnda de polmorismos em Qenss envolvidios com a resposta
Imune em indlviduos reskdenies do municiplo de Anajas. O protocoio Sl previaments apreciada por este
CEPR, sento considerado pendente devido a necessidace de ajusies Melndoiogicos, adequacies no TCLE &
apresentagdo de Termos de Assentimentos para menorzs de 13 anos. Mo entanto, as recomendagies
elencadas no parecer anteror foram devidamente atendldas no presente protocolo.

Oibetivio o Peequlsa:
A& pesquisa pretende Identilicar 3 ocomencla de polimMoMsmos NoS QEnes envoivids Na resposta Imune,
hemogiobings 2 de diferentes Interieucings em padentes Infieciadios pelo Plasmodium vivax e de Individuos
o Infectadcs em um municipho do Sstadio do Pars, visando ldentiicar poesivels associacies com oS nlvals
de chocinas, parasitemia, ansmia e aspecios dinlco-apldemisiagicns.

Lvalagso dos Rlscos & Senslicloa:

Segunda o pesquisadar “a avallagan nado trara nentum beneficio dreto para o6 voluntarios do projetn &
rernum benefido dirslo para 3 comunidade, mas o6 resuliados deshe k30 audar 3

Endaregn:  Fodcda BR-318, Km 07, W
Bairio  Lesiddreim CEP: &7 rse000
iF: P Hunesipka:  AMANMMNDELS

Telefone 0 (5214257 Fax: [013014-203% E-madl. smecfliec cu gow S
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INSTITUTO EVANDRO
CHAGAS/NECISYSIMS
Confmmmgle 42 Pescer 524 506

mednorar 35 Temamentas Molecularss par o Magndsico da malana nas unidades de
S300E & DarA LSO &I programas g controie fa matana no fuluro. 08 resutatos obtidos

nege esdo poderdo comnour na identifcacio e paricipacdo sfetiva de genes

Fumianos na modulagan 0E resposta Imune, essencdals no estaieiedimeno de esiratéglas de munizagdo
conira a doenga. Especificamente, astes resultados poderdo anda contribulr na ldentificagdo de
polmorismos 2m genes do hospetein que possam estar ervolvidios na produgda e Cincinas 2 5eUE nivels
&, portamo, acametar em malor susceptibllidae aiou

reslsiEnda 3 malara. Sesdo gamniidos siglo & confldencialidade dos dadosimiormagdes ooidos. Todos o
dacos @ resultades s2rio AMAaZenacos NoS COMPUIANores 4o PesqUISator principal, do pesquisador da
UFPA [Prof. Or. Antonio Caros Vallinoto), do pesquisador da UEPA (Profa. Dra. Ana Ventura) e da
pesquisadora da UMESP [Profa. Dra. Claudla Soninl). A roca de Informacdes enire o5 MEEMISs BEME
realizada por emall confidencial efou pendrives.

Comentarios & Conslderages s0bre a Peaquisa:

Pasquisa com menin centfico & com refevancia a salde pibica, que pretends reallzar estuto Na area oe
Imunogendtica da Infecglo por P. vivax em reslidenies do municiplo de Anaja-PA,
Consiieragtes s0bre o8 Termos o8 apressnta;ao obrigatora:

Foram apresentados iodos os barmos congatodos exgidos, Inciuindo; folha de rosto devidaments assinada,
anuenslas das Insttuigles ge pesquisa & acondo de compartiihaments 235 anosiras, anuencla dos
pesquisadores, TCLE . anuéncla da SMS de Analas. projein detalhado e Termas de Assentimento.

RBcomandaghas:
REcomendamos que a coominagio manienha atusllzados fodos 08 documentos parinenies a0 projsin.
Este CEP se Incumbira dos procedimantos ge acompanhamento preconizades pela ResolugSo 456/12
Publicada no DOU rF 12, 13 de junho de 2012 — Seglio 1— Pagina 50 & suas complementares, do Conselho
Macional de SaideMiniséns da Saide.

Devera ser ancaminhatn ralatério anual e, 3o final, elaborado um relattrio consolidado, Incluindd oS
resuitagdos finais &3 pesquisa, £M UM prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apes a inallzagSo da mesma.

Erdareg:  Rodeedn BR-318 km OF, 56

Badere: Lol Biviia CEP: &7 (rafudfn

LiF: Pa Wurasphkn:  AMAMMNDELLS

Teleform (T2 12057 Fax: [01&H4-2135 E-mmall: smacffiec fa o B
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Confinuagio do Parecer: 654.939

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa-CEP, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N? 001/2013 do CNS, manifesta-se pela

aprovacdo do projeto de pesquisa na forma proposta.

Situagio do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagiao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

ANANINDEUA, 21 de Maio de 2014

Assinado por:
Edvaldo Carlos Brito Loureiro
(Coordenador)



TERMO DE REPRODUCAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducéo xerografica do presente Trabalho de Concluséo, na

integra ou em partes, para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, / /

Assinatura do autor



