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RESUMO

O estudo de marcadores associados a sintese de hemoglobina fetal (HbF) é de grande
interesse cientifico, pois contribui para o entendimento dos mecanismos regulatérios dos
genes envolvidos na sintese das cadeias globinicas gama, uma vez que esta Hb é importante
na modulacdo genética da anemia falciforme (HbSS). O objetivo desse estudo foi investigar a
influéncia de alteracfes em genes envolvidos na sintese de HbF e suas associacbes com
marcadores laboratoriais e clinicos na HbSS e caracterizar o fendtipo e o genétipo de
individuos com o perfil sugestivo de persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF).
Dessa forma, foi realizado um estudo de corte transversal, seguido de caso-controle com a
casuistica de 43 individuos HbSS com HbF> 3,0% e 3 individuos com perfil sugestivo de
PHHF. O presente estudo foi aprovado pelo CEP-CpGM-Fiocruz. Os polimorfismos HBG2 -
396/-391del, HBG2 SNP -369 C>G, HBG2 -309 A>G, HBG2 -157 T>C, HBG1 -499 T>A,
HBG1 -369 C>G, HBG1 -271 C>T e HBG1-225/-222del foram investigados por
sequenciamento automatico de DNA; os haplétipos ligados ao gene da globina beta foram
investigados por PCR-RFLP; os polimorfismos BCL11Ars766432, BCL11Ars6732518,
OR51B5/6rs4910756, OR51B5/6rs7483122, HMIPrs11759553, HMIPrs35959442 foram
investigados por PCR em tempo real; a talassemia alfa a.2>" ¥ e as delecées PHHF-1, PHHF-
2 e PHHF-4 por PCR. As anélises hematoldgicas foram realizadas em contador automético de
células, o perfil de hemoglobina foi confirmado por cromatografia liquida de alto desempenho
e as dosagens bioquimicas foram investigadas por quimiluminescéncia. As concentracdes de
HbF foram associadas com HbS (p<0,0001), hematdcrito (p=0,035), VCM (p=0,010), HCM
(p=0,045), colesterol VLDL (p=0,044), ferro (p=0,001) e ferritina (p=0,042). Os
polimorfismos estudados apresentaram associacdo com marcadores laboratoriais e clinicos no
grupo estudado. O polimorfismo HBG1 -271 C>T foi associado com a concentracdo de HbF
(p=0,027; RP=4,45; 1C95%= 1,14 — 17,41) e ferro (p=0,0076); o HBG1 -499 T>A com as
concentragdes de glicose (p=0,007) e de alfa-1 antitripsina (p=0,008); o HBG1 -225/-222del
com as concentracdes de colesterol LDL (p=0,017); o HBG2 -396/-391del com as
concentragdes de HbS (p=0,017), creatinina (p=0,042) e bilirrubina p=0,030), sendo
associado também ao quadro clinico mais grave da doenca, com ocorréncia frequente de
crises vaso-oclusivas (p=0,046), litiase biliar (p=0,021) e o uso de hemoterapicos (p=0,009);
0 BCL11A rs766432 com a contagem de reticulocitos (p<0,0001) e a concentracdo de
colesterol total (p=0,033); o BCL11Ars6736518 com concentracdo de glicose (p=0,049) e a
contagem de eosinofilos (p=0,012); o HMIPrs35959442 com as concentragdes de ferritina
(p=0,035), creatinina (p=0,008) e VCM (p=0,022); o HMIPrs11759553 com as
concentragfes de &cido urico (p=0,033) e ferritina (p=0,020); e os polimorfismos
OR51B5/6rs7483122 e OR51B5/6 rs4910756 com as concentragdes de creatinina (p=0,001).
A andlise multivariada mostrou associa¢cdo do genotipo CAR/CAR com a concentracdo
diminuida de HbF e o uso de hemoterapicos. A talassemia alfa a2®’ ® apresentou efeito
protetor, sendo associada com as concentragdes de ALT (p=0,044), AST (p=0,039) e com a
contagem de linfécitos (p=0,050). Os trés casos associados ao fenétipo de PHHF néo
apresentaram alteragcdes clinicas e laboratoriais significativas, inclusive o caso 3, que
apresentou o gen6tipo HbSF. E importante salientar que esses individuos ndo eram portadores
de nenhuma das formas de PHHF investigadas. Estudos adicionais devem ser conduzidos com
0 objetivo de validar os resultados encontrados nesse estudo e de esclarecer 0os possiveis
mecanismos pelos quais os marcadores moleculares investigados interferem na modulacéo da
sintese de HbF e se esses biomarcadores podem apresentar mecanismos diferenciados
daqueles comumente investigado, uma vez que foram descritas associacbes com marcadores
importantes para 0 acompanhamento clinico de individuos HbSS.



ABSTRACT

The study of markers associated with the fetal hemoglobin (HbF) synthesis is of great
scientific interest, since it can contribute to understanding regulatory mechanisms of genes
involved in the synthesis of globin chains, once that HbF participate in the genetic modulation
of sickle cell anemia (HbSS). The aim of this study was to investigate the influence of
changes in genes involved in the synthesis of HbF and their associations with clinical and
laboratory markers in HbSS and characterize the phenotype and genotype of individuals with
the profile suggestive of hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH). Thus, we
performed a cross-sectional study, followed by a case-control, in a group of 43 HbSS
individuals with HbF> 3.0% and 3 individuals with a suggestive profile of HPFH.
Polymorphisms HBG2 -396/-391del, the HBG2 SNP -369 C> G, HBG2 -309 A> G, HBG2 -
157 T> C, HBG1 -499 T> A, HBGL1 -369 C> G HBGL1 the -271 C> T and HBG1-225/-222del
were investigated by automated DNA sequencing; haplotypes linked to the beta globin gene
were investigated by PCR-RFLP; single nucleotide polymorphisms of BCL11Ars766432,
BCL11Ars6732518, OR51B5/6rs4910756, OR51B5/6rs7483122 , HMIPrs11759553,
HMIPrs35959442 were investigated by real-time PCR, alpha thalassemia 2 with 3.7 Kb
deletion and HPFH-1 , HPFH-2 and HPFH-4 deletions by PCR Hematological tests were
performed in automatic cell counter, the profile of hemoglobin was confirmed by high
performance liquid chromatography and biochemical analysis were investigated by
immunochemistry assay method. Levels of HbF were associated with HbS (p <0.0001),
hematocrit (p=0.035), MVC (p= 0.010), MHC (p= 0.045), VLDL cholesterol (p= 0.044), iron
(p= 0.001) and ferritin (p= 0.042). Polymorphisms were associated with clinical and
laboratory markers in the studied group. The polymorphism HBG1 -271 C>T was associated
with the concentration of HbF (p = 0.027, PR = 4.45, 95% CIl 1.14 - 17.41) and iron (p=
0.0076); the HBG1 - 499 T> A was associated with the level of glucose (p= 0.007) and alpha-
1 antitrypsin (p= 0.008); the HBG1 -225/-222del with LDL cholesterol concentrations (p=
0.017); the HBG2 - 396/-391del with Hb concentrations (p= 0.017), creatinine (p= 0.042) and
bilirubin (p= 0.030), and also with a more severe clinical disease, with frequent occurrence of
vaso-occlusive crises (p= 0.046), gallstones (p= 0.021) and the use of haemotherapic
(p= 0.009); the BCL11A rs766432 with the reticulocyte count (p<0.0001) and the
concentration of total cholesterol (p= 0.033) and BCL11Ars6736518 with the level of glucose
(p= 0.049) and eosinophil count (p= 0.012); the HMIPrs35959442 with ferritin concentrations
(p= 0.035), creatinina (p= 0.008 ) and MCV (p= 0.022), the HMIPrs11759553 with
concentrations of uric acid (p= 0.033) and ferritin (p= 0.020); and the polymorphisms
OR51B5/6rs7483122 and the OR51B5/6rs4910756 with creatinine concentrations (p= 0.001 ).
Multivariate analysis pointed for the association of the genotype CAR / CAR with a decrease
in HbF concentration with the use of blood therapy. The alpha thalassemia 2 with 3.7 Kb
deletion showed a protective effect, being associated with concentrations of ALT (p= 0.044),
AST (p= 0.039) and lymphocyte count (p= 0.050). The three cases associated with HPFH
phenotype did not show significant association with clinical and laboratory data, including the
case 3, that showed the genotype HDbSF. It is noteworthy that these individuals were not
classified in any described HPFH type investigated. Further studies should be conducted in
order to validate results found in this work and to clarify the possible mechanisms by which
those investigated molecular markers can interfere with the modulation of the HbF synthesis
and if they have mechanisms differentiate from the ones commonly investigated, once that the
present study described association with important biomarkers that have been used for
monitoring individuals with HbSS.
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1. AHEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) é a principal proteina presente no interior dos eritrocitos dos
mamiferos e tem como func¢do principal o transporte de oxigénio (O,) e parte do dioxido de
carbono (COy). A Hb possui estrutura esferéide e globular, com aproximadamente 64 Kd,
sendo formada por quatro subunidades, organizadas por cadeias polipeptidicas ou globinas,
geralmente iguais duas a duas. Dessa forma, as cadeias de globina na molécula de Hb
apresentam um par de cadeias do tipo alfa e outro de cadeias do tipo ndo-alfa (Figura 1). A
estrutura da Hb é quimicamente unida ao grupamento heme, que é composto pelo &tomo de
ferro no estado ferroso ligado a protoporfirina IX. Esse grupamento possui sitios que facilitam
a ligacdo e/ou liberacdo do oxigénio para os tecidos (PERUTZ et al., 1960; BUNN &

FORGET, 1986; PACE & ZEIN, 2006).

Visdo frontal Visio lateral

Figura 1. Molécula de hemoglobina. Estrutura quartenaria da hemoglobina Al (a,,82). Adaptado de LAYTON &
NAGEL, 2010.



Cada cadeia de globina é composta por sequéncias de aminoacidos (aa), sendo que as
cadeias alfa e ndo-alfa possuem 141 e 146 aa, respectivamente. As combinagfes entre as
diversas cadeias polipeptidicas ddo origem as diferentes hemoglobinas que caracterizam o
periodo embrionario (intra-uterino), fetal e adulto, uma vez que séo produzidas no decorrer de
cada etapa do desenvolvimento ontogénico humano (BUNN & FORGET, 1986; KIEFER et
al., 2008).

A sintese das cadeias globinicas é regulada por genes especificos, localizados nos
cromossomos 11 e 16 (Figura 2), na mesma ordem em que Sa0 expressos, ou seja, no sentido
5> — 3’°, com a presenca de cadeias associadas ao periodo embriondrio, fetal e adulto. Os
quais diferentes grupos de genes sdo ativados ou reprimidos, com a ocorréncia do fenémeno
de substituicdo de hemoglobinas, onde as diferentes cadeias globinicas sdo sintetizadas
independentemente (CAO & MOI, 2002). As combinagfes variadas das cadeias de globina
possibilitam a formacdo de hemoglobinas distintas, sendo necessario o equilibrio perfeito na
sua complementacdo, de maneira a formar o tetrdmero funcional (PACE & ZEIN, 2006;
KIEFER et al., 2008).

O grupo de genes da globina alfa (o) esta localizado no brago curto do cromossomo 16
em um segmento de DNA de 35kb, onde estdo presentes o gene zeta (HBZ), dois
pseudogenes, Y& e ya, ¢ os genes alfa (HBA). Os genes alfa estdo duplicados (HBA1 e HBA2)
no ser humano, provavelmente em decorréncia do evento de duplicagcdo génica que ocorre
durante o processo evolutivo. Esses genes duplicados sdo responsaveis pela codificacdo das
cadeias globinicas oo (BUNN & FORGET, 1986; PACE & ZEIN, 2006).

O grupo de genes da globina beta (B) esta localizado no cromossomo 11, em um
segmento de DNA superior a 60kb, onde estdo presentes os genes épsilon (HBE1), gama

(HBG), um pseudogene beta (yB) e os genes delta (HBD) e beta (HBB). As cadeias



polipeptidicas decorrentes da expressdo dos genes HBG, devido a mecanismos de duplicacao
e conversdo génica, diferem no aminoacido localizado na posicdo 136, com presenca de
glicina, sendo denominada gama G (y°), ou de alanina, sendo denominada gama A (v*). Além
disso, a cadeia y* possui sitio polimérfico na posicdo 75, que pode apresentar isoleucina (y'*)
ou treonina (y™*) (KIEFER et al., 2008). Os genes HBG diferem ligeiramente nas suas regides
ndo codificantes, fato que é responsavel pela expressao diferenciada dos dois genes durante o
desenvolvimento fetal, apresentando a proporcdo y°/v" de 70/30 no periodo fetal e de 40/60
na vida adulta (ALTER, 1979; WEATHERAL & PROVAN, 2000;

STAMATOYANNOPOULOS, 2005).
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Figura 2. Controle génico da sintese das hemoglobinas embrionarias, fetal e adulta, mostrando os mecanismos
de substituicdo (Switching) das hemoglobinas. Adaptado de WEATHERALL, 2010.

No periodo embrionério, a hematopoese ocorre no saco Vvitelinico e 0s genes ativos séo
responsaveis pela sintese das cadeias zeta (), que se combinam a cadeia épsilon (€) para
formar a hemoglobina Gower-1 ({,¢,). Essa mesma cadeia zeta, quando se combina a cadeia
gama forma a hemoglobina Portland (C2y2); a sintese das cadeias o ocorre ainda no periodo

embrionario, onde se combinam com a cadeia épsilon e formam a hemoglobina Gower-2



(a282). A sintese das hemoglobinas embrionarias ocorre nos trés primeiros meses de gestacao.
A producdo de hemoglobina fetal (HbF) ocorre durante o periodo fetal, sendo representada
pela combinacdo das cadeias alfa e gama (awy2). A sintese dessa hemoglobina decai logo apds
0s primeiros seis meses de vida, quando entdo predominam as hemoglobinas da vida adulta
(STAMATOYANNOPOULOS & GROSVELD, 2001; STAMATOYANNOPQOULOQS, 2005).

O gene HBB é expresso com pouca intensidade nas seis primeiras semanas de vida
fetal, mas a partir deste periodo ocorre a mudanca no padrdo de hemoglobinas (Switching),
quando a sintese das cadeias y ¢ largamente substituida pela sintese das cadeias P, dando
origem & produgdo da hemoglobina A; (azf2) (COLLINS & WEISSMAN, 1984; BACOLA et
al., 1995). O mecanismo pelo qual essa mudanca ocorre ainda é desconhecido, sendo
atribuido ao estado de metilacdo dos genes ou a outras condi¢cdes que podem afetar ou
influenciar na transcri¢do génica. A sintese das cadeias delta (8) tem inicio na 25* semana de
gestacdo, sendo produzidas em concentracfes reduzidas, permanecendo nestes niveis durante
toda a vida adulta (COLLINS & WEISSMAN, 1984; BACOLA et al., 1995; KIEFER et al.,

2008).

1.2. REGULACAO DOS GENES DO COMPLEXO DA GLOBINA BETA

A expressdo dos genes que formam o complexo da globina beta decorre de uma série
de interacbes complexas envolvendo elementos cis e trans regulatérios que podem exercer
atividade estimulante ou repressora no controle da expressédo génica (KOLLIAS et al., 1987;
PACE & ZEIN, 2006; LETTRE et al., 2008; SANKARAN et al., 2010).

A regido controladora do locus da globina beta ou LCR é o principal elemento

regulatério da expressdo diferenciada desse grupo de genes, sendo constituida por seis sitios



hipersensiveis a acdo da DNase | (5'-HS1-HS5) dispostos ao longo de 6-22Kb, na regido 5’ do
gene (FU et al., 2002). Cada um desses sitios contém diferentes combinacGes de dominios
conservados, onde ocorre a ligacdo de proteinas que influenciam o processo da transcricao
génica (STAMATOYANNOPOULUS, 2005; NOORDERMEER & DE LAAT, 2008)

As sequéncias conservadas TATA, CAAT, e CACCC box estdo presentes na regido
promotora dos genes em geral e apresentam papel importante na regulacdo da expressao dos
genes da globina beta (Figura 3). As diferencas existentes entre as regides promotoras dos
genes HBG e HBB tém sido alvo de muitos estudos, que visam elucidar os mecanismos
envolvidos na substituicdo dos genes HBG pelo gene HBB (CAO& MAO, 2002; TESTA,
2009).

Os rearranjos conformacionais presentes na estrutura da cromatina tém papel
importante no controle da regulacdo dos genes da globina beta (FORSBERG et al., 2000).
Essas alteracbes consistem em modificacfes covalentes de (1) metilagdo, importantes para o
silenciamento de genes; e (2) acetilagio no DNA e nulcleo das histonas que alteram as
propriedades fisicas da cromatina e a torna mais acessivel a interacdo com fatores
transcricionais. Alguns estudos demonstram que genes ativos sdo altamente acetilados

(LITT et ., 2000; SCHUBELER et al., 2000; BULGER et al., 2003; YIN et al., 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica das regiGes promotoras dos genes HBG e HBB. Adaptado de CAO &
MAO, 2002.

Os fatores transcricionais GATA-1, EKFL e NF-E2 estdo envolvidos na regulagéo da
hematopoese e da expressdo do complexo de genes da globina beta por interagdo com a LCR e

as regides promotoras (BANK, 2006; SANKARAN et al., 2010 ).

1.3. REGULACAO DA EXPRESSAO DOS GENES HBG

Da mesma forma que os demais genes que compdem o grupo de genes da globina
beta, os genes HBG2 e HBG1 possuem a expressdo controlada por mecanismos moleculares
complexos que envolvem elementos cis e trans regulatérios que podem estimular ou reprimir
a transcricdo génica (PACIE & ZEIN, 2006; TESTA, 2009). Entre os elementos cis
regulatorios, destaca-se a LCR, especificamente os sitios HS-2 e HS-3 que estdo envolvidos
na ativacdo dos genes HBG durante o desenvolvimento fetal (ELLIS et al., 1996).

As sequéncias conservadas TATA, CCAAT, CACCC box, os residuos CpG, o
elemento seletor (SSE) e o sitio de ligacdo do fator transcricional GATA, que estdo presentes
nas regides promotoras dos genes HBG, representam sitios de ligacdo de fatores
transcricionais importantes, como GATA-1, FOG-1 AP1, SYR-6, DRED e EKFLs (Figura
3). Dessa forma, a ocorréncia de polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) ao longo da
regido promotora dos genes HBG e de delecGes ao longo do grupo de genes da globina beta
tem sido associada ao fenotipo de producdo continuada da HbF durante a vida adulta (CAO &
MAO, 2002; NOORDERMEER & DE LAAT, 2008; SANKARAN et al., 2010). Essas
mutacdes se localizam basicamente nas posicdes -200, -175 e -115 da regido promotora
e estdo associadas a mecanismos de bloqueio de ligacdo de repressores transcricionais e a
criacdo de sitios alternativos para fatores transcricionais envolvidos no controle da expresséo

dos genes HBG (KOLLIAS et al., 1987; BANK, 2006; TESTA, 2009). O polimorfismo



-117 C>T, localizado na regido promotora do gene HBGL1, € um exemplo classico desse tipo
de evento, uma vez que apresenta atividade repressora da transcri¢ao pela alteracdo do sitio de
ligacdo dos fatores transcricionais GATA-1 e NF-E3 com a sequéncia CCAAT box
(GUMUCIO et al., 1988; PACIE & ZEIN, 2006).

As delecdes localizadas ao longo do grupo de genes da globina beta estdo associadas a
expressdo continuada dos genes HBG. E importante salientar que delecdes que envolvem a
sequéncia intergénica entre os genes HBG e o gene HBB possuem papel preponderante na
substituicdo ocorrida entre as cadeias y pela cadeia . A delecdo denominada Corfu é um
exemplo desse evento, uma vez que esta localizada em parte dessa regido, sendo associada a
niveis de HbF de 80-90% durante a vida adulta (BANK et al., 2006; TESTA, 2009).

Os estudos de genética tém demonstrado a influéncia de modificadores epigenéticos
na regulacdo da expressdao dos genes HBG; estes elementos estdo localizados préximos ao
traco do locus quantitativo (QTL) e séo transcritos majoritariamente nos cromossomos 2p15,
6023 e 11pl15, onde se localizam o oncogene BCL11A, os genes c-MYB-HBS1-L e o
polimorfismo -158 C>T (Xmnl) e o conjunto de receptores olfatérios (OR51B5 e OR51B6),
respectivamente. Esses QTLs juntos detém de 20 a 50% do controle da expressdo dos genes
HBG (GARNER et al., 2002; WYSZYNSKI et al., 2004; JIANG et al., 2006; MENZEL et
al., 2007; MENZEL & THEIN, 2009).

Os rearranjos conformacionais na estrutura da cromatina tém papel importante no
controle da regulagdo dos genes HBG. Essas alteragdes consistem em modificagoes
covalentes de metilacdo e acetilagdo no ndcleo das histonas e estdo associadas a ativacdo e
silenciamento do gene (SCHUBELER et al., 2000; LITT et al., 2001; LAVELLE et al., 2005;
YIN et al., 2007).

Mais recentemente foi demonstrada a relevancia dos micro-RNAs (miRs) nos

mecanismos de controle da eritropoese e na expressdo dos genes da globina beta (DORE et



al., 2008; KOSAKA et al., 2008). Bianchi e colaboradores (2009) sugerem que a super-
expressao do miR-210 esta associada a expressdo continuada dos genes HBG.

Desta forma, fica evidente que a expressdao dos genes HBG é regida por fatores
moleculares complexos. Portanto, a elucidagédo dos mecanismos envolvidos na expressdo dos
genes HBG é de grande interesse, uma vez que a sintese continuada de HbF durante a vida
adulta é um fator de progndéstico favoravel em hemoglobinopatias graves, como a doenca

falciforme e talassemias (STAMATOYANNOPOULOQS, 2005; BANK, 2006).

1.4. AS HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencas, com origem genética, onde
existem alteracbes em genes responsaveis pela sintese das cadeias polipeptidicas da
hemoglobina. Basicamente, podem ser divididas em dois grupos principais: as estruturais e as

de sintese (ANGASTINIOTIS & MODELL, 1998; TRENT, 2006).

1.4.1. As Hemoglobinopatias estruturais

As hemoglobinopatias estruturais sdo decorrentes de mutacbes que envolvem
substituicdes simples, insercdes ou delecBes de nucleotideos que podem alterar as regides
codificadoras dos genes e, consequentemente, contribuir para a substituicdo de aa na proteina.
Essas alteracdes estruturais podem comprometer as propriedades fisico-quimicas e funcionais
da Hb, com base no tipo da mutacéo e na sua localizacdo (FRENETTE & ATWEH, 2007).

Nesse grupo, destaca-se a hemoglobina variante S (HbS) que é decorrente da mutagéo

pontual (GAG—GTG) no sexto cddon do gene HBB, que leva a substituicdo do &cido

glutdmico por valina na cadeia polipeptidica B (PAULING et al., 1949; FRENETTE &



ATWEH, 2007). Em condi¢bes de hipoxia, a HbS forma polimeros com modificacdo da
forma das hemadcias, tornando-as alongadas, ou em forma de foice, que sd@o mais rigidas e
participam da oclusdo dos vasos sanguineos onde a circulacdo € mais lenta. Essas
deformacdes celulares alteram as trocas i6nicas, afetam a permeabilidade celular e, como
consequéncia, surgem lesdes na membrana, o que também contribui para encurtar a meia-vida
das hemacias (CHUI & DOVER, 2001; STUART & NAGEL, 2004). Esse processo pode ser
reversivel com o aumento do O,, contudo, depois de repetidos episddios de hipdxia, a
hemaécia torna-se irreversivelmente falcizada. Ainda, como consequéncia desse processo, 0S
eritrocitos falcizados aderem com facilidade ao endotélio vascular, contribuindo para os
episddios de vaso-oclusdo, um dos principais eventos associados a fisiopatologia da doenca

falciforme (DF) (STUART & NAGEL, 2004; VEKILOV, 2007; STEINBERG, 2009).

1.4.1.2. A anemia falciforme

A anemia falciforme (HbSS) é uma doenca monogénica mendeliana, de heranca
autossdmica recessiva, onde ocorre a homozigose da mutagdo pontual GAG— GTG no sexto
cddon da globina beta. Os individuos que possuem HbSS apresentam anemia hemolitica
crbnica, entretanto, os individuos heterozigotos para a hemoglobina S (HbAS) possuem
heméacias com aproximadamente 20 a 45% de HbS e sdo assintomaticos (STEINBERG,
2008). A associacdo da hemoglobina S com outras hemoglobinas variantes, como as
hemoglobinas C, D, E ou talassemias sdo denominadas doencas falciformes (DF), sendo
consideradas de gravidade menor que a HbSS (WEATHERALL & PROVAN, 2000).

Os individuos com HbSS possuem quadro clinico heterogéneo, que varia com a
presenca de anemia hemolitica grave a ocorréncia de crises dolorosas e ocorréncia de

fendmenos vaso-oclusivos variados (SONATI & COSTA, 2008). A anemia falciforme possui



morbidade e mortalidade elevadas, principalmente decorrentes de infec¢bes, sendo necessario
o0 desenvolvimento de estudos que possam vir a estabelecer marcadores de progndstico para
o0s quadros clinicos mais graves da doenca (STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2009).

Diversos estudos tém demonstrado o papel da interacdo génica na determinacdo do
fenotipo dos pacientes com HbSS (TAYLOR et al., 2002; FERTRIN et al., 2003; KUTLAR
et al., 2004; ASHLEY-KOCH et al., 2008; SEBASTIANI et al.,, 2008). Os aspectos
ambientais e s6cio-econdmicos contribuem em parte para essa variabilidade clinica, uma vez
que as taxas de Obito em paises em desenvolvimento, onde as pessoas tém menor acesso aos
cuidados de saude, sdo muito maiores (AKAR & ADEKILE, 2008). Contudo, mesmo em
paises desenvolvidos, a heterogeneidade clinica dos pacientes com HbSS € evidente
(STEINBERG, 2008).

A hemoglobina fetal é o principal modulador da HbSS, sendo que a maioria dos
determinantes genéticos que afeta o curso clinico da doenca interfere nos niveis da HbS
(WATSON et al.,, 1948; DOVER & CHARACHE, 1987; CHANG et al., 1995; OFORI-
ACQUAH et al., 2004; SEDGEWICK et al., 2008). Os individuos com a associa¢do HbS e
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) sdo denominados HbSF e apresentam
quadro clinico mais brando da doenca, com manifestagdes clinicas mais leves e diferentes, em
gravidade, daquelas observadas na HbSS. A hemoglobina fetal inibe a polimerizacéo da HbS,
com formacgdo de hibrido assimétrico, composto por cadeias polipeptidicas das duas
hemoglobinas (cp%), que interage com os sitios envolvidos na estabilizagdo dos polimeros
formados pela HbS desoxigenada (BHAUMIK, 1994; STUART & NAGEL, 2004). Bhaumik
(1994) demonstrou que o hibrido das hemoglobinas quando constituido pelas cadeias yG,
apresenta maior estabilidade que o formado com a participacdo da cadeia y*. Os niveis
elevados de HbF tém sido associados a reducdo dos episodios de crises de dor, incidéncia de

Sindrome Toracica Aguda (STA), retinopatia proliferativa, Glceras de perna, sequestro



esplénico e das taxas de oObito perinatal (NAGEL & STUART, 2004; STEINBERG, 2008;
STEINBERG, 2009).

Os haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta sdo definidos como a
associacdo nao randémica de combinagdes de sitios de clivagem para endonucleases de
restricdo localizados ao longo desse grupo de genes (STUART & NAGEL, 2004) e tém sido
associados a concentragcdes variadas de HbF. Cinco haplotipos principais sdo descritos e
nomeados de acordo com a regido geografica onde foram primeiro identificados: o haplotipo
Benin (Ben), associado & Africa Ocidental; o Bantu ou Republica Centro Africana (CAR) a
Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal (Sen) a Africa Atlantico Ocidental; a india-Arébia
Saudita (Saudi) & India e Peninsula Arabica Oriental e o0 Camardes (Cam) a Costa Ocidental
da Africa (Figura 4) (NAGEL & STUART, 2004; POWARS, 1991; GONCALVES et al.,
1994).

Os pacientes com HbSS e o haplotipo Sen, que estd associado a concentragdes
elevadas de HbF (>15%), apresentam o curso clinico menos grave da doenca; o Ben a
concentracfes intermediarias de HbF (5 a 15%) e curso clinico intermediario, e 0 CAR a
concentra¢fes diminuidas de HbF (< 5%) e ao quadro clinico mais grave da doenca. Os
individuos com o haplétipo Saudi apresentam concentracdo elevada de HbF e curso clinico
heterogéneo (NAGEL,1984; POWARS, 1991; ADEKILE et al., 2005). Em alguns estudos
relacionados aos haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta realizados no Brasil
foram encontradas caracteristicas bem peculiares na nossa populacéo, tais como, individuos
BEN/CAR e CAR/CAR com niveis elevados de HbF e a presenca de haplétipos denominados
como atipicos, devido ao fato de ndo se enquadrarem em nenhum dos tipos ja descritos, e que
foram descritos na frequéncia de 8% no total de individuos HbSS estudados (COSTA et al.,

1994; GONCALVES et al., 1994; LYRA et al., 2005).
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Figura 4. Representacdo das regides geograficas associadas aos sitios polimérficos localizados no cromossomo
11, bem como o padrdo de clivagem para diferentes endonucleases de restricdo. Adaptado de STUART &
NAGEL, 2004.

A interacdo entre a talassemia alfa e a HbSS tem sido associada ao fenotipo mais
brando da doenca, com reducdo do risco de faléncia de oOrgdos, de eventos hemoliticos,
priapismo, colelitiase, sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC) e
ulceras em membros, principalmente em membros inferiores, caracterizados pela ocorréncia
de Ulceras de perna. Cerca de um terco dos pacientes com HbSS apresenta concomitancia da

37Kby * constitui-se na forma mais

talassemia alfa, sendo que a delecdo de 3,7Kb (o
frequentemente descrita. Essa associagdo resulta na reducdo quantitativa de HbS intracelular

e, consequentemente, na sua polimerizacdo no interior dos eritrécitos. Dessa forma, ocorre



também o aumento do volume corpuscular médio (VCM), reducdo da contagem de
reticuldcitos e aumento da meia-vida dos eritrocitos. Esses efeitos sdo observados de maneira
mais pronunciada nos homozigotos para delecdo (STEINBERG & EMBURY, 1986;
STEINBERG, 2009).

Estudos recentes tém sugerido possiveis candidatos a fatores moduladores da clinica
da DF. Entre esses novos candidatos estdo os mediadores inflamatorios, o estresse oxidativo,
0 oOxido nitrico (NO), a vaso-regulacdo, a interacao célula-célula, alguns fatores associados a
coagulacdo sanguinea, fatores de crescimento e a expressdo de algumas citocinas

(STEINBERG, 2005; STEINBERG, 2009).

1.4.2. As hemoglobinopatias de sintese ou talassemias

As sindromes talassémicas sdo desordens autossémicas recessivas que representam as
alteracOes genéticas monogeénicas mais prevalentes na populacdo mundial. Sdo caracterizadas
pela reducdo quantitativa na sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina,
com desequilibrio entre essas subunidades, dificuldades no processo de eritropoese, com
hemoglobinizagdo deficiente dos eritroblastos. As talassemias mais prevalentes séo a
talassemia alfa e a beta. Nesse grupo também estdo inseridas a PHHF (MUNCIE &

CAMPBELL, 2009).

1.4.2.1. A talassemia alfa

A talassemia alfa é resultante da auséncia () ou sintese deficiente (o.*) das cadeias
globinicas alfa, com producéo desequilibrada de cadeias globinicas e acimulo das cadeias
no interior dos eritrocitos. Essas cadeias, quando em excesso, podem se ligar para formar

tetrameros de carater instavel, como o tetramero B4, denominado hemoglobina H (HbH) no



individuo adulto; o tetramero vy, denominado hemoglobina de Bart's (Hb Bart’s), ¢é
encontrado no periodo fetal e alguns meses apds o nascimento. De maneira geral, 0s
individuos com talassemia o apresentam anemia em graus variaveis, hipocromia, microcitose,
poiquilocitose, reducdo da fragilidade osmdtica e reticulocitose (OLIVEIRA et al., 2006;
HARTEVELD & HIGGS, 2010).

O individuo normal possui quatro genes alfa e seu genotipo é representado pela
presenca de dois genes alfa em cada cromossomo (ao/aa). Os genes HBAL1 e HBA2 séo
homdlogos e codificam proteinas idénticas, divergindo em apenas 17% (EMBURY et al.,
1980; HIGGS et al., 2009). Apesar dessa homologia, 0 gene HBA2 apresenta expressdo duas a
trés vezes maiores que o gene HBAL, sendo determinante para o estabelecimento do perfil de
seus portadores, pois alteragdes no primeiro gene implicam em consequéncias no quadro
clinico. Assim, a caracterizacdo da talassemia alfa esta relacionada a trés fatores que incluem
0 numero de genes afetados, o grau de decréscimo na expressdo do gene e quanto o gene
afetado contribui para a sintese da globina alfa (FERTRIN & COSTA 2010; HARTEVEL &
HIGGS, 2010).

Os mecanismos moleculares envolvidos na talassemia o podem ser causados por
mutacdes pontuais ou delecdes nos genes HBA, sendo as formas delecionais as mais
frequentes (Figura 5). O grau elevado de homologia presente nos genes HBA favorece a
ocorréncia de eventos de recombinacdo génica (crossing-over desigual) durante a meiose,
resultando em dele¢do de um gene em um cromossomo (- o) e triplicagdo no outro (aaa). A
talassemia o, € a mais frequente, apresentando dois tipos de delecbes, a de 3,7 Kilobases
(Kb) (a2>™) e a de 4,2Kb (a2**®) (EMBURY et al., 1980; HARTEVELD & HIGGS,

2010).
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Figura 5. Crossing-over desigual entre as regiGes homologas Z e X no cromossomo 16, resultando nas delecGes

a,>™ e a,**® | respectivamente. Adaptado de HIGGS, 2009.

A talassemia o, pode apresentar quatro fendtipos distintos: o de portador silencioso, o
traco talassémico alfa; a doenca da Hb H e a hidropisia fetal representada pela presenca da Hb
Bart's. A talassemia o possui incidéncia elevada entre os povos da Asia, Oceania, Oriente
Médio e Mediterrdneo, bem como em todo o continente africano (ADAMS et al., 1994;
HARTEVELD & HIGGS, 2010). O portador silencioso e o traco talassémico alfa sdo as

37Kb 4 4 forma mais comum, com

formas mais freqiientes no Brasil, sendo que o tipo oy
freqiéncia de 20 a 25% do trago heterozigoto em afrodescendentes do sudeste (SONATI et
al., 1991). Na Bahia foi demonstrada a freqiiéncia de 19,7% e 2,5% para 0s heterozigotos e

homozigotos em recém-nascidos, respectivamente (ADORNO et al., 2005; FERTRIN &

COSTA, 2010).



1.4.2.2 A Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal

A denominacdo PHHF corresponde a um grupo de condicGes hereditarias, de heranca
autossémica dominante, com heterogeneidade genética e caracterizado pela producao de HbF
em concentracbes acima do normal durante a vida adulta, sem que haja disturbio
hematopoético. As formas de PHHF descritas apresentam fenotipos similares, mas que sao
resultantes de defeitos moleculares multiplos e complexos. Dessa forma, as formas de PHHF
sdo classificadas pela andlise dos parametros hematoldgicos, avaliando o padrdo de
distribuicdo da HbF no interior dos eritrécitos, e com base nas alteracdes moleculares

existentes (BUNN & FORGET, 1986; GONCALVES et al., 1995; FORGET, 1998).

A) Classificacdo hematoldgica

Os niveis relativos das cadeias y©, y*, B ¢ 8, o percentual de HbF e seu padrio de
distribuicao nas hemadcias sao dados importantes nas PHHF’s. Dessa forma, elas podem ser
classificadas como pancelulares, quando estdo presentes concentragdes elevadas de HbF, com
distribuicdo uniforme entre todos as eritrocitos; e heterocelulares, aquelas caracterizadas pela
presenca de concentracdes moderadas de HbF com distribuicdo heterogénea nas hemacias

(THEIN & CRAIG, 1998; THEIN et al, 2009).

B) Classificagcdo molecular

A génese das PHHFs esta associada a mutacfes de ponto nas regibes promotoras dos

genes HBG, a delecbes presentes em toda a extensdo do grupo de genes da globina beta e,



mais recentemente, a mecanismos epigenéticos (FORGET, 1998; MENZEL & THEIN, 2009;
SANKARAN et al., 2010).

A ocorréncia de mutaces de ponto ou de delecbes pequenas concentra-se na regiao
promotora dos genes HBG2 e HBGL1, em torno das posicdes — 202 a -114. Nessa regido ligam-
se numerosos fatores de transcri¢cdo que tém efeito positivo ou negativo sobre a atividade do
gene. Na maioria dos casos, o nivel de HbF no heterozigoto varia entre 3 — 10%, contudo ha
trés mutacBes de ponto associadas a concentracGes mais elevadas de HbF, com variacédo entre
15-30%, a— 202 C>T , — 175 T>C, — 158 C>T na regido promotora do gene HBG2 e -175T
>C na regido promotora do gene HBG1 (CRAIG et al., 1993; PISTIDDA et al., 1997;
FORGET, 1998). Nesse grupo, insere-se também a forma de PHHF descrita no Brasil,
resultante da mutacdo — 195 C>G na regidao promotora do gene HBG1 (COSTA, et al., 1990).

As delecdes associadas a PHHF sdo caracterizadas pela remoc¢do dos genes HBD e
HBB e ndo afetam os genes HBG. Como consequéncia, ha expressdo aumentada dos genes
HBG, com producéo de HbF nos heterozigotos, em cerca de 17 a 30% (FORGET, 1998). Os
poucos homozigotos conhecidos apresentam 100% HbF na vida adulta, com associa¢do a uma
eritrocitose moderada, uma vez que esta hemoglobina tem afinidade aumentada pelo oxigénio,
fato que contribui para o aumento da viscosidade sanguinea (BUNN & FORGET, 1986;
SONATI & COSTA, 2008). Ate pouco tempo, o total de seis tipos de delecdes ja foram
descritas (Figura 6): PHHF-1 (COLLINS et al., 1987) e PHHF-2 (COLLINS et al., 1987),
que sdo encontradas em afrodescendentes e possuem dele¢des grandes, de aproximadamente
105Kb, sendo que se diferenciam uma da outra em apenas 5-6 Kb; a PHHF-3 (KLUTAR et
al., 1984) que apresenta uma delecdo de aproximadamente 40Kb, com descricbes em
indianos; a PHHF-4 (OTTOLENGHI et al., 1982) e PHHF-5 (CAMASCHELLA et al., 1990)

que foram descritas em italianos e a PHHF-6 (WINICHAGOON et al., 1990) descrita em



chineses. Cumpre ressaltar que as PHHF-1 e PHHF-2 ja foram descritas na populagédo

brasileira (GONCALVES et al., 1995; ANDRADE et al., 2003).
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Figura 6. Representacdo esquematica das delegdes que afetam grupo de genes da globina beta, localizados no
cromossomo 11, e que ocasionam a persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal. Adaptado de JOLY et al.,
20009.

A utilizacdo da biologia molecular, em especial a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR - Polimerase Chain Reaction) com fluorescéncia, o PCR em tempo real e
MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification), um nimero grande de dele¢des
novas foi identificado (ANDRADE et al., 2003; BABASHAH et al., 2009; JOLY et al., 2005;
GALLIENNE et al., 2009; SO et al., 2009; LEE et al., 2010).

Os estudos de ligagdo tém demonstrado a influéncia de agentes moduladores
localizados em véarios cromossomos, como 0 2p16.1, 6g23.3, 8q, 19p13.12-13 e Xp22.2 e
seus envolvimentos nos mecanismos de PHHF (DOVER et al., 1992; GARNER et al., 1998;
GARNER et al., 2002; MENZEL et al., 2007; BORG et al., 2010).

Mais recentemente foi demonstrada a importancia do cromossomo 2pl6.1 na
regulagdo da sintese continuada de HbF, onde esta localizado o sitio de transcricdo do

oncogene BCL11A (MENZEL et al., 2007; LETTRE et al., 2008; UDA et al., 2008). Com a



utilizacdo de abordagens variadas foi validado que o BCL11A ¢é o principal agente repressor
dos genes HBG, sendo demonstrado que eritrocitos adultos com niveis elevados de HbF
apresentam reducdo da expresséo de mRNA do BCL11A (SANKARAN et al.,, 2008;
SANKARAN et al., 2010). Os mecanismos moleculares envolvidos nessa regulacdo ainda
ndo foram completamente elucidados. Entretanto, Chen e colaboradores (2009) sugeriram em
experimentos com células K562 que a proteina BCL11A se ligaria a um sitio especifico
(GGCCGG) localizado proximo a regido promotora dos genes HBG, reprimindo sua
expressao. Polimorfismos nesse gene tém sido associados a um fendtipo de sintese continuada
de HbF em individuos normais e em portadores de hemoglobinopatias, como a HbSS (UDA
et al., 2008; GALARNEAU et al., 2011)

Os genes c-MYB-HBSI1L estdo localizados no cromossomo 6g23.3 e também tém sido
associados a concentracdes diferenciadas de HbF (MENZEL et al., 2007; LETTRE et al.,
2008; UDA et al., 2008). A expressdo elevada de mRNA dos genes HBS1L e MYB em
precursores eritrdides estd associada ao aumento de HbF (THEIN et al., 2007). Além disso, ja
foi comprovado que o gene HBS1L sozinho esté relacionado com a expressdo aumentada dos
genes HBG e 0 aumento na contagem de eritrécitos, plaguetas e monécitos (MENZEL et al.,
2007; TESTA, 2009). Os polimorfimos na regido intergénica dos genes MYB-HBS1L (HMIP)
tém sido associados a sintese de HbF e a reducdo de crises vaso-oclusivas em individuos
HbSS (LETTRE et al., 2008; UDA et al., 200; MAKANI et al, 2011).

A ocorréncia de polimorfismos no grupo de genes dos receptores olfatorios (OR)
localizados no cromossomo 11 e upstream a LCR, tem sido associada a expresséo continuada
dos genes HBG durante a vida adulta e podem representar um novo modulador genético de
hemoglobinopatias graves, como a HbSS e a beta-talassemia (LOOTS, 2008; SHERVA et al.,
2009; SOLOVIEFF et al., 2010). A conexéo bhioldgica entre os genes OR, que interagem com

as moléculas de odor no nariz para iniciar uma resposta neuronal que desencadeia a percepcao



do olfato, e a gravidade destas hemoglobinopatias ndo é ébvia. No entanto, os polimorfimos
que ocorrem nestes genes localizam-se basicamente em regifes reguladoras, podendo
apresentar a funcao de elementos cis-regulatorios do grupo de genes da globina beta. Uma das
hipdteses vigentes sugere que 0s genes OR, juntamente com a LCR e outros elementos
regulatérios, podem atuar no remodelamento da cromatina, favorecendo a interacdo com
fatores transcrionais que apresentam efeito positivo ou negativo na expressdo do grupo de
genes da globina beta. Dessa forma, polimorfismos nestes genes podem estar ocasionando
conformac@es na cromatina que favorecem a interacdo de fatores trascricionais que estimulem
a expressdo dos genes HBG ou impossibiltem a interacdo dos elementos silenciadores destes
genes (FEINGOLD et al., 1999; DEAN, 2004; SOLOVIEFF et al., 2010).

Estudos recentes demonstram a associacdo da haploinsufiéncia do cromossomo
19p13.12-13 no fen6tipo de PHHF. Esse cromossomo é responsavel pela sintese do fator de
transcricdo eritroide KLF1. A mutacdo p.K288X foi associada a producdo de uma proteina
mutante com atividade regulatdria diminuida e associada ao fenétipo de PHHF em uma
familia da ilha de Malta (BORG et al., 2010). O fator transcricional KLF1 ativa de maneira
preferencial o gene HBB em detrimento da expressdo génica HBG1/HBG2, interagindo
diretamente com elementos regulatérios na regido promotora do gene HBB. De acordo com
essa informacéo, foi também sugerido que o fator KLF1 possui papel indireto na expressao
desses genes, uma vez que interaje com a regido promotora do oncogene BCL11A, que € rica
em sitios de ligagdo CAAC box (BORG et al., 2010; BIEKER, 2010; ZHOU et al, 2010).

De acordo com o exposto, torna-se evidente que 0s mecanismos envolvidos na
regulacdo dos genes da globina beta s@o regidos por uma série de fatores. Assim sendo, a
realizacdo de estudo que tenha por objetivo identificar polimorfismos que possam estar
envolvidos nos mecanismos de sintese de HbF e na reativacdo dos genes HBG,

principalmente nos casos de hemoglobinopatias graves como a doenca falciforme, pode



constituir para a identificacdo de elementos que influenciem no progndéstico e na evolugédo

clinicas dos pacientes.



2. JUSTIFICATIVA



2. JUSTIFICATIVA

A populacdo do estado da Bahia possui miscigenacgdo racial elevada, principalmente
devido a contribuicdo genética africana. Devido a isso, apresenta a incidéncia brasileira mais
elevada para a DF, com a razdo de 1:601 nascido vivos com a doenca (AMORIM et al.,
2010).

A reativacdo da expressdo de HbF em adultos tem sido utilizada como terapia em
individuos com hemoglobinopatias graves, como a DF, uma vez que a HbF inibe a
polimerizacdo da HbS e esta relacionada ao prognostico melhor da doenca (PLATT et al.,
1994). O estudo de marcadores associados a sintese de HbF € de grande interesse cientifico,
visto que pode contribuir para o entendimento dos mecanismos regulatérios de genes
envolvidos na sintese das cadeias globinicas, que até o presente momento ndo foram
totalmente elucidados. A PHHF é uma condi¢do hereditaria, com heranca autossémica
dominante, sendo objeto de estudos variados, especialmente em familiares de individuos que
apresentam niveis elevados de HbF durante a vida adulta (CLOSE et al., 2004; THEIN et al..,
2007; BORG et al.., 2010; ZHENG et al., 2010).

Os estudos brasileiros acerca da prevaléncia da PHHF sdo escassos. Costa e
colaboradores (2002) descreveram prevaléncia de 0,1% para essa hemoglobinopatia em
doadores de sangue de S&o Paulo, sendo encontrados dois individuos com concentragdes
bastante elevadas de HbF, onde um caso apresentou 17% de HbF e o outro 18%. E importante
salientar que os dois individuos apresentaram padrdo de eletroforese com auséncia da cadeia
v€. Entretanto, alguns grupos tém realizado estudos associados & expressao dos genes HBG2 e
HBG1 (TAKAHASHI et al., 2003; DUARTE et al., 2004; da CUNHA et al., 2009).

Diante do exposto e da auséncia de estudos relacionados a PHHF no estado da Bahia e

dos resultados, ainda controversos sobre 0s mecanismos associados as concentragdes elevadas



de HbF em individuos com anemia falciforme, julgou-se importante a realizacdo do presente
estudo de maneira a pesquisar aspectos de biologia molecular, epidemiolégicos e laboratoriais
dos individuos com HbF elevada, alguns com suspeita de PHHF. Os resultados obtidos a
partir desse estudo poderdo fornecer dados sobre os marcadores possivelmente associados a
sintese de HbF e a PHHF em Salvador-Bahia, bem como de possiveis mecanismos que
possam estar envolvidos na sua génese, abrindo perspectivas para estudos de expressdo dos
genes relacionados a producédo de HbF, fato que podera contribuir para o desenvolvimento de
modalidades terapéuticas novas, que poderdao futuramente ser utilizadas em individuos com

hemoglobinopatias graves.



3. OBJETIVOS



3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar influéncia de marcadores genéticos associados a sintese de HbF em

biomarcadores laboratoriais e na historia clinica de individuos HbSS, além de caracterizar o

fenotipo e o gendtipo de individuos com perfil sugestivo de PHHF.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

VII.

Avaliar as caracteristicas demograficas, laboratoriais e clinicas dos
pacientes HbSS incluidos no estudo;

Avaliar a associacdo da HbF com os dados laboratoriais e clinicos dos
pacientes HbSS incluidos no estudo;

Identificar as variacBes responsaveis pela alteragdo na sintese das cadeias y
da HbF nas seqiiéncias de nucleotideos das regides promotoras dos genes
HBG2 e HBG1 e sua associacdo com os dados laboratoriais e clinicos dos
pacientes HbSS incluidos no estudo;

Avaliar a influéncia de polimorfismos de um Unico nucleotideo localizados
nos genes BCL11A, HMIP e OR51B5/6 com os dados laboratoriais e
clinicos dos pacientes HbSS incluidos no estudo;

Avaliar a influéncia dos haplétipos ligados aos genes da globina beta e
da talassemia alfa 2 com delecdo de 3.7Kb e suas associagcbes com
os dados laboratoriais e clinicos dos pacientes HbSS incluidos no estudo;

Avaliar as caracteristicas demograficas e os marcadores estudados em
modelos de analise multivariada;

Identificar a possivel delecao genética nos casos sugestivos de PHHF.



4. CASUISTICA E METODOS



4. CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA

Foi realizado um estudo de corte transversal, seguido de um caso-controle, cuja
casuistica foi constituida por uma amostra de conveniéncia composta por 43 individuos HbSS
que apresentaram HbF>3,0%. O ponto do corte de HbF foi determinado para que pudessem
ser realizadas comparacOes relacionadas as variacdes nas seqliéncias génicas identificadas
como marcadores associados a concentracdo de HbF nos pacientes HbSS. E necessario
salientar que nenhum destes individuos apresentava lacos consanglineos. No presente estudo
foram também investigados 3 individuos com perfil sugestivo de PHHF delecional. A
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE, Anexos | e 1l) pelo
individuo ou pelos pais / responsavel legal, em caso de menor idade foi considerado como
critério de inclusdo. Foram excluidos do estudo menores de 1 ano e gestantes. Todos 0s
individuos incluidos no estudo foram selecionados no Laboratorio de Analises Clinicas
(LAC) da Faculdade de Farméacia (FACFAR) da Universidade Federal da Bahia (UFBA); na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA) e na Associacdo dos Pais e
Amigos dos Excepcionais da Bahia (APAE-BA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqgGM-FIOCRUZ),

CAAE 0012.0.225.00-09 (Anexo II).



4.1.1. DESENHO EXPERIMENTAL

O delineamento do estudo esta representado na figura 7.

Triagem de individuos com HbF 1:
HEMOBA, APAE, FACFAR

'

43 individuos HbSS com HbF> 3,0% + 3 individuos com perfil
sugestivo de PHHF

'

Entrevista e assinatura do TCLE

'

Coleta de sangue periférico

CPgGM - FIOCRUZ

l

Analises de biologia

!

FACFAR

v

Confirmacéo do

|

Anélises
hematoldgicas e
bioguimicas

molecular perfil de Hb
| (HPLC)
PCR: PCR-RFLP: PCR em tempo real: Segiienciamento génico:
Alfa-talassemia e Haplotipos Genotipagem de SNPs HBG2 e HBG1
as delecdes ligados a nos genes
PHHF-1, PHHF-2 globina beta BCL11A, HMIP e
e PHHF-4 OR51B5/6

Construcdo dos heredogramas dos casos

de PHHF

Andlises estatisticas: EPI INFO versdo 6.04, SPSS versdo 18.0 e GraphPad versdo 5.0

Figura 7. Representacdo esquematica do desenho experimental do estudo.




4.2. METODOS

4.2.2. COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletados 5 mililitros (mL) de sangue venoso em EDTA (acido
etilenodiaminotetracético sodico), na concentracdo de 1,5 mg/ml + 0,25 (Dacie & Lewis,
2006) para as avaliacGes hematoldgicas, perfil de hemoglobina e andlises de biologia
molecular. Também foram coletados 5 mL de sangue venoso em tubo sem aditivo, destinados
a obtencdo de soro. As amostras foram encaminhadas imediatamente ao LAC/ FACFAR-
UFBA para a realizacdo das andlises hematoldgicas e bioquimicas. As amostras com
anticoagulante foram também analisadas no laboratério de Patologia e Biologia Molecular

(LPBM) do CPqGM — FIOCRUZ, onde se realizou as anélises de biologia molecular.

4.2.3. ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Os valores hematoldgicos e indices hematimétricos foram determinados por método
automatizado no equipamento ABX Pentra 80 (HORIBA DIAGNOSTICS, Montpellier, FR).
A avaliacdo morfoldgica das hemécias foi realizada pela observagdo microscépica dos
esfregacos sanguineos corados pelo corante Wright. A contagem de reticulécitos foi
determinada pelo método indireto, utilizando o corante supravital azul de cresil brilhante
(DACIE & LEWIS, 2006). O perfil de hemoglobina foi determinado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), pelo principio de troca idnica, utilizando o equipamento

Bio-Rad, modelo VARIANT | (BIO-RAD, CA, USA).



As analises bioguimicas foram realizadas por método automatizado, onde se pesquisou
o perfil lipidico (colesterol total e fracGes e triglicérides), bilirrubina total e fracdes,
desidrogenase latica (LDH), aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT),
perfil renal (uréia e creatinina) e dosagem do ferro, utilizando o equipamento A25
(BIOSYSTEMS AS, Barcelona, Spain). A ferritina foi dosada no equipamento Acess
(BECKMAN COULTER, Inc, CA, USA) e a proteina C reativa no Immage (BECKMAN

COULTER, Inc, CA, USA).

4.2.4. ANALISES DE BIOLOGIA MOLECULAR

A) Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos a partir de 200uL de sangue total,

utilizando o Kit QIAGEN® DNA Blood Mini Kit (Uniscience do Brasil), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

B) Sequenciamento das regides promotoras dos genes HBG2 e HBG1

As regides promotoras dos genes HBG1 e HBG2 foram investigadas por
sequenciamento génico. As sequéncias alvo foram amplificadas pela técnica de PCR com
oligonucleotideos sintéticos (primers) especificos (Tabela 1) em termociclador (Eppendorff,
Mastercycler® gradient, Thermo Scientific, EEUU). A reacdo gerou um fragmento de 700pb
para ambos os genes, sendo que a confirmacdo da amplificacdo foi realizada por corrida

eletroforética das amostras coradas pelo azul de bromofenol/xilenocianol/sacarose



(0,25%/0,25%/40%) em gel de agarose a 1% em tampdo tris—acetato - 0,04M; EDTA -
0,001M (TAE) 1X. O gel foi corado pelo brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.
Controles positivos e negativos foram incorporados a cada experimento com a finalidade de
detectar a presenca de possiveis contaminantes e a fidelidade da reacao.

Ap0s confirmacéo da amplificacdo, o produto da PCR foi precipitado por 30 minutos a
-70°C em solucéo contendo 3M de acetato de sodio pH 5,5 e em etanol absoluto gelado. A
seguir, a solucdo foi centrifugada a 3.600 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e
0 precipitado foi lavado duas vezes em etanol a 70% gelado e centrifugado a 3600 rpm por 30
segundos. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o excesso de alcool presente no
precipitado foi evaporado a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apos esse periodo, 0
precipitado contendo o DNA foi ressuspenso em 12 uL de agua estéril livre de DNase e
RNase e a solucédo obtida foi armazenada a -20°C até o0 momento do uso.

As amostras foram sequenciadas com o Kit BigDye 03 Terminator™ Sequencing
Standards (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com os oligonucleotideos utilizados
na reacdo inicial de PCR (Tabela 1). Os produtos obtidos das reacdes de PCR foram
sequenciados em sequenciador automéatico de DNA ABI Prism 3100 DNA (Applied

Biosystems).

C) Anélise dos haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta

Os haplétipos do grupo de genes da globina B> foram investigados pela técnica de
PCR, sendo que as regides de interesse foram amplificadas por primers especificos e 0s
produtos obtidos foram digeridos pela técnica de corte com enzima de restricdo (RFLP),
visando a presencga ou auséncia de cada sitio de restricdo. Foram estudados cinco sitios de

restricdo, o Xmnl no gene HBG2, o Hind Il nos genes HBG2 e HBG1, o Hinc Il no



pseudogene yp e na posi¢ao 3’ do mesmo pseudogene (Tabela 1). A homozigose ou
heterozigose para os sitios foram avaliadas pelo tamanho dos fragmentos gerados na migracdo
eletroforética das amostras em gel de agarose a 2% em tampao TAE 1X, apds coloracdo pelo
brometo de etidio (0,002%) e visualizacdo em transluminador sob luz ultravioleta. A cada
reacdo foram adicionados controles negativos e positivos, visando testar a presenca de
possiveis contaminantes e a fidelidade da reacao.

D) Investigacdo da talassemia alfa o>

A talassemia a2>" ¥ foi investigada pela técnica de PCR (MULLIS & FALLONA,
1987; SAIKI et al., 1988) em termociclador. A reacdo foi realizada utilizando 12,5pmol dos
primers A + C e 12,5pmol dos primers A + B (Tabela 1) contendo 50mM de tampé&o Tris -
HCI pH8,9; 1,7mM de cloreto de magnésio (MgCl,); mistura de desoxirribonucleosideos
trifosfato (ANTPs) (200uM de dCTP + dGTP e 100uM de dATP + dTTP); 10% de glicerol;
2,5U da enzima Taq DNA polimerase recombinante e, aproximadamente, 0,5ug de DNA, em
volume final de 50uL. A reacdo foi composta por uma etapa inicial a 98°C por 3 minutos e 85
°C por 3 minutos; 5 ciclos de 98 °C por 30 segundos, 66 °C por 1 minuto e 30 segundos e 72
°C por 2 minutos; e 30 ciclos a 96°C por 30 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2

minutos, com uma etapa final de 72°C por 15 minutos (FOGLIETTA et al., 1996).

A analise de fragmentos foi realizada pela corrida eletroforética das amostras coradas
pelo azul de bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%) em gel de agarose a 1%
em tampdo TAE 1X, corado pelo brometo de etidio (0,002%) e visualizado sob luz ultra-
violeta. Controles negativos e positivos foram incluidos a cada reacdo, visando testar a

presenca de contaminantes e a confirmacdo da qualidade da amostra, respectivamente.

As reacdes realizadas com os primers A + B e A + C amplificaram fragmentos de 1.700 pb,



tanto na presenca como na auséncia da delecdo, sendo que as reacbes foram realizadas

separadamente.

E) Investigacdo das PHHF por dele¢do (PHHF-1, PHHF-2 e PHHF-4)

As persisténcias PHH-1, PHHF-2 e PHHF-4 foram investigadas pela técnica de PCR,
segundo o método proposto por Craig e colaboradores (1994). Para cada reacdo foram
utilizados trés primers, visando amplificar o produto especifico na presenca da delecéo e o
outro, de tamanho diferente, representando o alelo normal ou controle (Tabela 1). As reacdes
de amplificacdo geraram fragmentos de 1.616pb e 1.193pb na presenca do alelo selvagem e
mutante para PHHF-1, respectivamente; de 2.206pb e 1.950pb na presenca de alelo selvagem
e mutante para PHHF-2, respectivamente; e de 1.616pb e 1.280pb na presenca do alelo
selvagem e mutante para PHHF-4, respectivamente. Os fragmentos obtidos foram analisados
pela migracdo eletroforética das amostras em gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE 1X,

corado pelo brometo de etidio e visualizado em transluminador sob luz ultravioleta.

F) Genotipagem por PCR em Tempo Real

A genotipagem dos genes BCL11A, c-MYB-HBS1-L e OR51B5/6, localizados nos
cromossomo 2, 6 e 11, respectivamente, foi realizada pela técnica de TagMan® PCR em
tempo-real, utilizando termociclador (7500 Fast Real Time PCR Systems, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), conforme orientacdo do fabricante (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Foram utilizados os primers pré-desenhados: C 29308694 10, C_1025980 10,
C_3119886_10, C_27440944 10, C_27946587 10, C_29039261_10. Os primers utilizados

eram marcados com VIC e FAM para a distin¢cdo dos alelos mutante e selvagem para o



polimorfismo de interesse. Controles negativos foram adicionados a reacdo, visando testar a

presenca de contaminantes e a fidelidade de cada reacdo, além da analise em duplicata de

amostras escolhidas aleatoriamente.

Tabela 01. Localizacdo da regido de amplificacdo e sequéncia dos primers utilizados para cada reacao.

Localizacéo Primers 5°—3’ Tamanho Enzima
do de
Fragmento  restricdo
(pb)
Cromossomo 11  Haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta
(gene)
Sitio 1
AAC-TGT-TGC-TTT-ATA-GGA-TTT-T (Direto)
5 HBG2 AGG-AGC-TTA-TTG-ATA-ACT-CAG-AC (Reverso) 650 Xmn |
Sitio 2
AAG-TGT-GGA-GTG-TGC-ACA-TGA (Direto)
HBG2 TGC-TGC-TAA-TGC-TTC-ATT-ACA-A (Reverso) 780 Hind 11l
Sitio 3
GC-TGC-TAA-TGC-TTC-ATT-ACA-A (Direto)
HBG1 TAA-ATG-AGG-AGC-ATG-CAC-ACA-C (Reverso) 760 Hind 111
Sitio 4
GAA-CAG-AAG-TTG-AGA-TAG-AGA (Direto)
b ACT-CAG-TTG-TCT-TGT-GGG-CT (Reverso) 7ol Hine 1l
Sitio 5
TCT-GCA-TTT-GAC-TCT-GTT-AGC (Direto)
3'vP GGA-CCC-TAA-CTG-ATA-TAA-CTA (Reverso) 590 Hinc 1l
Cromossomo 11 Regido promotora dos genes HBG2 e HBG1
(gene)
HBG2 GCA-CTG-AAA-CTG-AAA-CTG-TTG-CTT-TAT AGG AT (Direto)
HBG1 TGA-AAC-TGT-GGT-CTT-TAT-GAA-AAT-TG (Direto) 700
HBG1 e HBG2 GGC-GTC-TGG-ACT-AGG-AGC-TTA-TTG (Reverso)
Cromossomo 11  Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
(gene)
Sitio PHHF-1
AGA-ATG-TCA-CAC-TTA-GAA-TCT-G (Direto: mutante e selvagem)
HBD-HBB . 1.616
CAC-TTT-AAT-TCT-GGT-CTA-CCT-GAA (Reverso: selvagem)
1.193 —

ACT-GTG-ATG-TTG-GAA-ATG-GAC (Reverso: mutante)



Tabela 01 (continuacao). Localizacdo da regido de amplificacdo e sequéncia dos primers utilizados para cada reacéo.

Localizacéo Primers 5°—3’ Tamanho Enzima
do de
Fragmento restricao
(pb)
Cromossomo 11  Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
(gene)
Sitio PHHF-2
GAC-ATG-GAC-TAT-TGT-TCA-ATG-A (Direto: mutante e selvagem)
HB B -HBB TGC-TAT-GCC-AAC-TCA-CTA-CC (Reverso: selvagem) 2.206 E—
TTT-ATA-TAT-GAA-ATG-CTA-CTG-ATT(Reverso: mutante) 1.950
Sitio PHHF-Espanhola
HBD-HBB AGA-ATG-TCA-CAC-TTA-GAA-TCT-G (Direto: mutante e selvagem) 1.616
CAC-TTT-AAT-TCT-GGT-CTA-CCT-GAA (Reverso: selvagem)
AGC-CCG-CCA-CTG-CAC-TGT-G (Reverso: mutante) 1.280
Cromossomo 16  Talassemia a, *'<°
(gene)
CCC-TCC-CCC-TCG-CCA-AGT-CCA-CCC-C (Direto:mutante e
5'Z box HBA2 selvagem)
1700

GGG-GGG-AGG-CCC-AAG-GGG-CAA-GAA (Reverso: mutante)
GGG-AGG-CCC-ATC-GGG-CAG-GAG-GAA-C (Reverso: selvagem)

4.2.5. COLETA DOS DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram obtidos em questionario epidemioldgico aplicado aos

pacientes ou aos pais/responsavel legal, em caso de pacientes menores de 21 anos (Anexo

IV). As informacg0Oes adicionais referentes aos pacientes foram obtidas pela consulta aos

prontuarios médicos dos pacientes acompanhados na HEMOBA, na APAE e no HUPES.

4.2.6. ANALISES ESTATISTICAS

A anélise da normalidade da distribui¢do das varidveis quantitativas foi realizada pelo

teste de Kolmogorov-Smirnov. A partir dessa informacéo foram utilizados testes paramétricos



ANOVA ou ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste paramétrico ANOVA foi utilizado
para a analise da distribuicdo de médias de varidveis quantitativas ou numeéricas, com
distribuicdo normal dentro de categorias. Alem disso, verificando a provavel diferenca entre
as médias de valores, foram realizadas comparacdes multiplas das médias pelo teste de
Bonferroni (ou post-hoc). O teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para as
variaveis com distribuicdo ndo normal.

A analise de variaveis quantitativas ou categoricas de trés ou mais grupos foi realizada
pelo teste ndo-paramétrico de Qui-Quadrado (x%), devidamente corrigido pelos testes de
Mantel-Haenzel e Yates. As andlises de variaveis categoricas, com valores inferiores a 4,
foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os intervalos de confianca (IC) e a razdo de
prevaléncia foram calculados para essas variaveis.

Os testes de Mann-Whitney e o teste T independente foram utilizados para a anélise
de duas variaveis numeéricas, na comparacao de dois grupos de valores dentro de uma mesma
variavel, levando-se em consideracao a distribuicdo de cada variavel.

A analise multivariada foi realizada pelo teste de regressdo logistica com criacdo de
modelos que incorporaram variaveis que foram significativas ou ndo na andlise univariada,
com avaliacéo do coeficiente beta, desvio-padréo, valor do teste de Wald, significancia de p,
como apresentacao da razdo de prevaléncia e intervalo de confiancga (IC).

As andlises estatisticas foram realizadas nos programas EPI INFO versdo 6.04, SPSS
versdo 18.0 e GraphPad versédo 5.0. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos
para as analises realizadas.

As sequéncias génicas obtidas a partir do estudo da regido promotora dos genes HBG1
e HBG2 foram editadas com a finalidade de se obter sequéncias com fidedignidade maxima,
ndo inserindo ou excluindo nucleotideos. Dessa forma, o seqlenciamento dos produtos de

uma mesma amostra foram realizados nas direcdes direta e reversa, confirmando a fidelidade



da reacdo. Essas sequéncias foram montadas e alinhadas com as de referéncia no programa
Bioedit versdo 7.0.9 para determinacédo genotipica.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado para cada polimorfismo identificado
pelo programa on-line da Tufts University, USA
(www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%201ab%20-%20HW%20calculator.xls),
considerando-se em desequilibrio aqueles genes que apresentaram associacdo estatisticamente

significante (p<0,05) quando comparados as frequéncias esperadas para cada genotipo.


http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%20lab%20-%20HW%20calculator.xls

5. RESULTADOS



5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DOS DADOS DEMOGRAFICOS E DO PERFIL DE

HEMOGLOBINAS NOS PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

O presente estudo investigou 43 individuos HbSS, sendo 22 (51,2%) do sexo
feminino. A analise da distribuicdo de idade demonstrou que a idade média dos pacientes era

de 20,07 +£13,18 anos, sendo 26/43 (60,5%) com idade menor que a média.

5.2. ANALISE DAS VARIAVEIS HEMATOLOGICAS, BIOQUIMICAS E DOS

DADOS CLINICOS NOS PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

O grupo de pacientes que compds a casuistica deste estudo foi avaliado quanto ao
perfil de varidveis hematoldgicas e de moléculas relacionadas as vias metabolicas importantes
no curso clinico da HbSS, como as associadas ao metabolismo lipidico, renal, hepatico, a
hemdlise e inflamagdo. Desta forma, os dados referentes as variveis investigadas no total de
pacientes com HbSS estdo sumarizados na tabela 2. Os individuos estudados apresentaram
indices hematologicos compativeis com o estado estdvel da doenca, com media de
hemoglobina de 8,89+1,63g/dL e de HbF de 12,88+ 6,96%, associadas a reticulocitose com
ou sem leucocitose significativa. As determinagdes bioguimicas apresentaram perfil classico
associado a HbSS com marcadores de hemdlise em concentracdes elevadas, como a LDH

(826,72 £401,50U/L) e bilirrubina total (2,16 £1,18mg/dL).



Tabela 2. Caracteristicas demogréaficas e laboratoriais de individuos HbSS em Salvador-Bahia.

Média + Percentil (25%) Mediana Percentil
Caracteristicas N Desvio-padrao (75%)
Idade 43 20,07 £13,18 11,00 16,00 28,00
Sexo
Masculino 21
Feminino 22
Perfil de Hemoglobinas 43
HbS, (%) 43 83,47 £7,05 78,60 84,60 89,60
HbA2, (%) 43 3,25 10,67 2,90 3,00 3,70
HbF, (%) 43 12,88 £6,96 7,40 11,20 15,70
Dados Hematoldgicos
Hemécias, milhdes/mL 43 2,94 +0,57 2,59 2,87 3,22
Hemoglobina, g/dL 43 8,89 £1,63 7,70 8,50 9,90
Hematocrito, % 43 26,24 +4,66 23,20 26,20 27,90
VCM, fL 43 89,83 +12,13 80,30 90,00 98,50
HCM, pg 43 3,48 £4,57 27,44 30,60 30,90
Reticuldcitos % 43 6,84 +3,47 4,00 6,00 8,50
Leucécitos, X10%/L 43 10651,16 +2850,26 8800,00 10700,00 12400,00
Segmentados, X10°/L 43 4884,93 £2005,70 3312,00 4485,00 6322,00
Eosindfilos, X10%L 43 560,56 +456,84 180,00 465,50 749,00
Basofilos, X10%/L 43 59,96 +71,56 0,00 0,00 104,00
Linfocitos, X10%/L 43 4349,01 £1529,43 2889,00 4150,00 5546,00
Mondcitos, X10%/L 43 745,65 +345,22 516,00 636,00 960,00
Plaquetas, X10%/L 43 418,02 +133,34 322,00 391,00 504,00
Perfil Bioquimico
Glicose, mg/dL 43 79,98+11,24 75,00 79,00 85,00
Colesterol Total, mg/dL 43 131,77 £34,21 107,00 120,00 157,00
HDL-colesterol, mg/dL 43 32,23 £9,77 25,00 30,00 38,00
LDL- colesterol, mg/dL 43 76,21 £28,20 53,00 74,00 94,00
VLDL-colesterol, mg/dL 43 23,33 111,29 16,00 21,00 27,00
Triglicérides, mg/dL 43 116,88 £59,28 76,00 106,00 138,00
LDH, U/L 43 826,72 +401,50 573,00 738,00 1082,00
BILT, mg/dL 43 2,16 +1,18 1,25 2,10 2,54
BILD, mg/dL 43 0,65 +0,36 0,36 0,60 0,80
AST, U/L 43 45,30 £20,99 30,00 39,00 52,00
ALT, U/L 43 28,4 £15,89 17,00 25,00 35,00
GGT, U/L 36 58,31 +79,97 22,50 30,50 56,25
Uréia, mg/dL 43 18,14 7,61 13,00 16,00 21,00
Creatinina, mg/dL 43 0,67 0,33 0,50 0,60 0,70
Acido urico, mg/dL 36 4,92 £1,40 3,72 4,75 5,78
Ferro, mcg/dL 41 80,03 £35,04 54,00 86,00 104,00
Ferritina, ng/dL 43 216,75 £166,01 76,00 214,50 300,10
PCR, mg/dL 32 4,98 +3,97 1,29 3,78 10,82
ALFA-1 antitripsina, mg/L 36 146,68 +33,92 134,75 149,50 167,25




As principais caracteristicas clinicas observadas nos pacientes HbSS foram as
internacOes que estiveram presentes em 41/43 (95,3%); seguida de crises vaso-oclusivas em
32/43 (74,4%); pneumonia em 24/43 (55,81%); esplenomegalia em 16/43(37,2%); priapismo
em 7/21 (33,3%); litiase biliar em 8/43 (18,6%); STA em 7/43 (16,3%); sequestro esplénico
em 6/43 (13,9%); infeccdo do trato urinario em 9/43 (20,9%); litiase biliar em 6/43 (13,9%);
Ulcera maleolar 5/43 (11,6%); retinopatia em 3/43 (7,0%) e AVC em 2/43 (4,6%). De acordo
com o levantamento de dados, 34/43 (79,1%) individuos ja& haviam feito uso de

hemoderivados e 11/43 (25,6%) estavam em tratamento com hidroxiuréia (HU).

5.2. ASSOCIACAO DA CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA FETAL
COM 0OS DADOS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CLINICOS NOS

INDIVIDUOS COM ANEMIA FALCIFORME

As analises realizadas de acordo com os valores > e < a média HbF (12,88%)
demonstraram associacdo estatisticamente significativa para as concentragfes de HbS, com
valores maiores para os pacientes do grupo com HbF < a média; sendo que para as
concentracfes de hematocrito, VCM e HCM, as concentragdes mais elevadas estiveram entre
os individuos do grupo com HbF > a média. Os pacientes com HbF > a média apresentaram
niveis elevados de VLDL colesterol, ferro e ferritina; entretanto, esses valores ndo se
encontram acima dos valores de referéncia. Essas analises sdo mostradas nas tabelas 3 e 4 e

na figura 8.



Tabela 3. Associacédo entre os dados hematoldgicos e a concentragdo de HbF em individuos HbSS.

Dados hematolégicos HbF<12,88% HbF> 12,88% p
HbS(%) 88,02 (+5,61) 77,16 (+3,65) <0,0001*
Hm, milhdes/mL 2,94 (x0,46) 2,95 (+0,71) 0,943*
Hb, g/dL 8,50 (1,15) 9,44 (+2,04) 0,089*
Ht, % 24,98 (£3,49) 27,99 (5,56) 0,035*
VCM, fL 85,88 (+11,24) 93,31 (+11,44) 0,010*
HCM, pg 29,30 (4,34) 32,12 (+4,49) 0,045*
Reticuldcitos, % 7,56 (£3,32) 5,84 (+3,50) 0,111*
Leucéceitos, X10%/L 10996,00 (+2620,35) 10172,22 (+3155,91) 0,356*
Segmentados, X10%/L 5020,44 (£1954,13) 4696,71 (£2117,37) 0,608*
Eosindfilos, X10%/L 636,23 (+506,90) 455,45 (+364,34) 0,332%
Linfécitos, X10%/L 4386,83 (+£1591,49) 4296,47 (+1482,68) 0,851*
Linfécitos atipicos, X10%/L 32,20 (£13,50) 16,20 (£11,20) 0,407%
Mondcitos, X10°/L 824,31 (£372,57) 636,39 (+277,03) 0,089%
Bas6filos, X10%/L 41,65 (£12,02) 44,97 (£14,83) 0,863*
Plaquetas, X10%/L 446,28 (£153,59) 378,78 (+£88,39) 0,077*
* Teste t,  Mann-Whitney

Tabela 4. Associagdo entre os dados bioquimicos e a concentra¢do de HbF em individuos HbSS.

Dados bioquimicos HbF<12,88% HbF>12,88% p
Glicose, mg/dL 79,20 £11,36 81,06 +11,31 0,599*
Colesterol total, mg/dL 130,08 +33,57 134,11 +35,92 0,786%
HDL-colesterol, mg/dL 31,60 £10,11 33,11 £9,50 0,623*
LDL-colesterol, mg/dL 77,76 £26,62 74,06 £30,92 0,676*
VLDL-colesterol, mg/dL 20,72 9,87 26,94 +12,38 0,044%
Triglicerides, mg/dL 103,24 +46,17 135,83 +7,84 0,118%
LDH, U/L 866,00 +363,93 772,17 +453,72 0,168%
Bilirrubina total, mg/L 2,41 +1,32 1,83 £0,88 0,106%
Bilirrubina direta, mg/L 0,66 +0,28 0,64 +0,46 0,848*
AST, U/L 50,20 £24,17 38,50 £13,39 0,107%
ALT, U/L 31,16 +13,99 25,39 +18,08 0,245*
GGT, U/L 38,70 +31,08 36,0 +21,82 0,884*
Creatinina, mg/dL 0,64 +0,29 0,71 +0,38 0,462%
Uréia, mg/dL 17,80 £8,07 18,61 £7,14 0,604%
Ferro, mcg/dL 65,76 £33,53 100,18 +26,76 0,001*
Ferritina, ng/dL 184,00 +£33,89 339,50 £77,23 0,044%
PCR, mg/dL 5,07 £3,95 20,04 £37,57 0,481%
Acido urico, mg/dL 4,68 £1,14 5,33 11,74 0,185*
ALFA-1 antitripsina, mg/dL 150,68 +24,56 141,68 +43,26 0,437*

* Teste t, T Mann-Whitney
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Figura 8. Demonstragdo grafica da analise estatistica entre as variaveis hematolégicas e bioquimicas
em pacientes HbSS com valores de hemoglobina fetal maiores e iguais (>) e menores (<) a media
(12,88%). A e B: analises das varidveis hematoldgicas e em C: analises das varidveis bioquimicas.

As analises estatisticas entre os grupos de HbSS com concentragdes diferenciadas de
HDOF e a historia clinica ndo mostraram associacdes significativas. E importante salientar que

as andlises ndo evidenciaram alteraces na concentragdo de HbF nos individuos em uso de



hidroxiuréia, que aparentemente ndo apresentou influéncia na concentracdo de HbF do grupo

estudado. Esses resultados estdo sumarizados na tabela 5.

Tabela 5. Associagdo entre a concentragdo média de HbF e os dados clinicos em individuos HbSS.

Dados clinicos HbF<12,88% HbF>12,88% P
Internacéo

Sim 24 17 1,000 ¥
Nao 1 1

Pneumonia

Sim 14 18 0,977*
Nao 11 8

Infeccéo do Trato

Urinéario

Sim 5 4 0,972+
Nao 20 14

Osteonecrose

Sim 1 0 1,000
Néo 24 18

Esplenomegalia

Sim 15 1 0,655
Nao 10 17

Seqiestro esplénico

Sim 5 1 0,375+
Nao 20 17

Acidente vascular cerebral

Sim 2 0 1,000+
Nao 23 18

Crises de dor

Sim 18 14 0,6687
Néo 7 4

Retinopatia

Sim 2 1 1,000
Nao 23 17

Ulcera maleolar

Sim 2 3 0,634+
Nao 23 15

Sindrome torécica aguda

Sim 4 3 1,0007%
Nao 21 15

Litiase biliar

Sim 5 3 1,000
Néo 20 15

Colecistectomia

Sim 5 1 0,375t
Nao 20 17

Uso de hidroxiuréia

Sim 5 6 0,323*
Nao 20 12

Uso de hemodeivados

Sim 21 13 0,,8567
Néo 4 5

*Qui-quadrado, TFisher



5.3. ANALISE DA DISTRIBUICAO DOS POLIMORFISMOS NAS REGIOES
PROMOTORAS DOS GENES HBG2 E HBG1 E SUAS ASSOCIACOES COM A

CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA FETAL

A presenca de polimorfismos nas regides promotoras dos genes HBG2 e HBGL1 foi
associada a uma possivel acdo no controle da sintese de HbF. Os polimorfismos identificados
foram a delecéo -396/-391del, o polimorfismo -369 C>G, 0 -309 A>G e 0 -157 T>C no gene
HBG2; e o polimorfismo -499 T>A, 0 -369 C>G, o0 -271 C>T e a delecdo -225/-222del no
gene HBG1. Com excecao do polimorfismo -271 C>T no gene HBG1, todas as frequéncias
alélicas e genotipicas para os polimorfismos estudados estiveram em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Ndo foi possivel calcular o equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo
-369 C>G no gene HBG1, uma vez que houve o encontro de somente individuos com o
genotipo homozigoto para o alelo mutante entre os pacientes estudados (Figura 9). As

analises referentes a freqiiéncia desses polimorfismos estdo mostradas nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Frequéncia dos polimorfismos localizados na regido promotora do
gene HBG2 em individuos HbSS de Salvador.

Localizacéo N (%)
HBG2 -396/-391del

SD/SD 21 (48,8)
SD/D 17 (39,5)
D/D 5 (11,6)
HBG2 -369 C>G

c/C 11 (25,6)
CIG 19 (44,2)
GIG 13 (30,2)
HBG2 -309 A>G

AIA 8 (18,6)
A/G 22 (51,2)
G/IG 13 (30,2)
HBG2 -157 T>C

117/ 1 e
T/IC 1(2,3)
C/C 42 (97,7)

D = dele¢do; SD = sem delecéo



Tabela 7. Freqliéncia dos polimorfismos encontrados na regido promotora no
gene HBG1 em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Localizacao N (%)

HBGL1 -499 T>A

TIT 13 (30,2)
TIA 16 (37,2)
AIA 14 (32,6)
HBG1 -369 C>G

cc
cG
GIG 43 (100)
HBG1 -271 C>T

cic 25 (58,1)
cIT 10 (23,3)
T 8 (18,6)
HBG1 -225/-222del

SD/SD 39 (90,7)
SD/D 4(9,3)
DD

D = delegéo; SD = sem delecéo

150 200 210 220 230 240 250 260
TACAT GCTTTAGCTTTAAACTACAGGOCCTCACT OOAGUTAGACGACAAGAAGOTAAALAAACDGOCT CACAAAAGAAGTCCTG

-369 C>G HBG1

'

Y x&h@m b7 sl m

Figura 9. Eletroferograma mostrando a homozigose do polimorfismo -369 C>G, com localizacdo na regido promotora do
gene HBG1 .



As analises estatisticas dos polimorfismos investigados e suas associacdes com as
concentracdes de HbF com valores > e < a média demonstraram que o polimorfismo
-271 C>T no gene HBG1 apresentou associagdo de 4,45 vezes maior para os valores de HbF

menores que a média (Tabela 8).

Tabela 8. Associacdo entre os polimorfismos identificados nas regides promotoras dos genes HBG2 e HBG1
e a concentracao de hemoglobina fetal em individuos HbSS de Salvador-Bahia

Localizagio HDF <12,88%  HbF >12,88% 0 RP (1C95%)
HBG2 -396/-391del
SD/SD 10 11
SD/D+ D/D 15 7 0,172 2,36 (0,68 -8,15)
HBG2 -369 C>G
cC 8 3
CG+GG 17 15 0,300%* 0,42 (0,10 - 1,90)
HBG2 -309 A>G
AA 6 2
AG+GG 19 16 0,434%* 0.40 (0,70 -2,24)
HBG2 -157 T>C
T 0 0
TC+CC 25 8 T
HBG1 -499 T>A
T 7 6
TA+AA 18 12 0,707 1,29 (0,35 — 4,78)
HBG1 -369 C>G
cC 0 0
CG+GG 25 18
HBG1 -271 C>T
cc 11 14
CT+TT 14 4 0,027* 4,45 (1,14 — 17,41)
HBG1 -225/-222del
HBG1
SD/SD 24 15
SD/D+D/D 1 3 0,203%* 0,21 (0,02 — 2,19)

*Qui-quadrado, ** Teste de Fisher (RP= raz8o de prevaléncia; 1C95%= intervalo com 95% de confianga;
SD=sem delecéo; D=delecéo).



5.4. ANALISE DOS DADOS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CLINICOS
COM 0OS POLIMORFISMOS LOCALIZADOS NA REGIAO PROMOTORA DOS

GENES HBG2 E HBGL1.

As analises dos dados hematoldgicos, bioquimicos e clinicos na presenca dos
gendtipos selvagem ou mutante para os polimorfismos localizados na regido promotora dos
genes HBG2 e HBGL1 revelaram associacOes estatisticamente significativa com o0s
polimorfismos HBG2 -396/-391del; HBG1 -499 T>A; HBG2 -271 T>C e
HBG2 -225/-222del. Esses dados sdo mostrados na tabela 9 e na figura 10. Além disso, o
polimorfismo HBG2 -396/-391del esteve associado a ocorréncia maior de crises vaso-

oclusivas, litiase biliar e uso de hemoderivados (Tabela 10).

Tabela 9. Analise dos valores médios das variaveis hematoldgicas e bioquimicas de individuos HbSS na presenca
dos alelos selvagem e mutante para os polimorfismos identificados nas regides promotoras dos genes HBG2 e
HBGL.

POLIMORFISMOS, alelos

Marcadores Hematologicos e Bioquimicos HBG2 -396/-391 del HBG2 -396/-391 del P

Selvagem Mutante
HbS (%) 80,90 +1,66 85,93 +1,20 0,017*
Creatinina, mg/dL 0,56 +0,05 0,76 +0,8 0,042
Bilirrubina total, mg/dL 1,78 £0,17 2,54 +0,30 0,030
HBG1 -499 T>A HBG1 -499 T>A P
Selvagem Mutante
Glicose, mg/dL 86,77 £3,48 77,03 £1,17 0,007*
Alfa-1 antitripsina, mg/L 124,80 £10,45 156,30 £5,87 0,008*
HBG1 -271 T>C HBG1 -271 T>C P
Selvagem Mutante
Ferro, mcg/dL 92,00 45,75 63,14 +£9,10 0,0076*
HBG1-225/-222del HBG1-225/-222del P
Selvagem Mutante
LDL-colesterol, mg/dL 79,44 +4,37 44,75 £7,69 0,017

*Teste t, T Mann-Whitney; Mutante:

heterozigoto + homozigoto
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Figura 10. Demonstracdo grafica das analises estatisticas das variaveis hematoldgicas e bioguimicas
em individuos HbSS com gendtipos selvagem e mutante para os polimorfismos identificados nas
regides promotoras dos genes HBG2 e HBG1. Em A: HbS e variaveis bioquimicas associadas com o
polimorfismo HBG2 -396/-391del; Em B: variaveis bioquimicas associadas ao polimorfismo HBG1 -
499 T>A; C: varidveis bioguimicas associadas aos polimorfismos HBG1 -271 C>T e HBG1 -225/-
222del.



Tabela 10. Anélise das manifestagdes clinicas mais frequentes em individuos HbSS na presenca dos alelos
mutante e selvagem para o polimorfismo -396/-391del na regido promotora do gene HBG2

Dados Clinicos HBG2 -396/-391del HBG2 -396/-391del P
Selvagem Mutante

Crises vaso-oclusivas

SIM 16/21 22/22 0,0467

NAO 5/21 0/22

Litiase biliar

SIM 1/21 7122 0,0217

NAO 20/21 15/22

Uso de hemoderivados

SIM 13/21 21/22 0,009

NAO 8/21 1/22

+ Fisher



5.5. ANALISE DA DISTRIBUICAO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES
BCL11A, HMIP E OR51B5/6 E SUA ASSOCIACAO COM A CONCENTRACAO DE
HEMOGLOBINA FETAL, DADOS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS NOS

PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME.

No presente estudo foram investigados os polimorfismos: rs766432 e o rs6732518,
ambos localizados no gene BCL11A; o rs11759553 e rs35959442, com localizacdo no gene
HMIP; e 0 rs4910756 e o rs7483122 no gene OR51B5/6. Apenas os alelos do gene OR51B5/6

ndo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses dados sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11. Frequéncia dos polimorfismos investigados nos genes BCL11A, HMIP e
OR51B5/6 em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Localizacao SNP N(%0)
Cromossomo 2
BCL11A rs766432
AA 20 (47,6)
AC 17 (40,5)
CcC 5(11,9)
BCL11A rs6732518
CcC 5(11,9)
CT 21 (50,0)
TT 16 (38,1)
Cromossomo 6
HMIP rs11759553
AA 22 (52,4)
AT 19 (44,2)
TT 1(2,4)
HMIP rs35959442
CcC 3(7,1)
CG 20 (47,6)
GG 19 (45,2)
Cromossomo 11
OR51B5/6* rs4910756
AA 40 (95,2)
AC 1(2,4)
CcC 1(2,4)
OR51B5/6* rs7483122
TT 40 (95,2)
TC 1(2,4)
CcC 1(2,4)

*SNPs que ndo estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg.



A presenca dos genotipos selvagem e mutante para os polimorfismos investigados nao
esteve associada a concentracdo de HbF e dados clinicos. Entretanto, foram observadas
associaces significativas com os valores de VCM, contagem de reticul6citos e eosinofilos e
concentracdo de glicose, colesterol total, ferritina, creatinina e acido urico. Esses resultados

estdo sumarizados nas tabelas 12 e, 13 e na figura 11.

Tabela 12. Associacdo entre os polimorfismos nos genes BCL11A, HMIP e OR1B56 e a concentracdo de HbF
em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Localizacao SNP HbF <12,88% HbF >12,88% P RP (1C95%)
Cromossomo 2
BCL11A rs766432
AA 14 6
AC+CC 10 12 0,108* 0,36 (0,11-1,28)
BCL11A rs6732518
CcC 3 2
CT+TT 21 16 1,000** 0,88 (0,13-5,87)
Cromossomo 6
HMIP rs11759553
AA 14 8
AT+TT 10 10 0,372* 0,58 (0,17-1,96)
HMIP rs3595944
CcC 0 3
CG+GG 24 15 0,071**
Cromossomo 11
OR51B5/6 rs4910756
AA 24 16
AC+CC 0 2 0,178**
OR51B5/6 rs7483122
TT 24 16
TC+CC 0 2 0,178**

*Qui-quadrado, ** Teste de Fisher



Tabela 13. Andlise dos valores médios das variaveis hematoldgicas e bioquimicas na presenca dos alelos selvagem
e mutante para os polimorfismos BCL11A rs6736518, o BCL11A rs766432, o HMIP rs35959442, o HMIP

rs11759553, 0 OR51B5/6 rs4910756 e o OR51B5/6 rs7483122 em individuos HbSS de Salvador-Bahia

Marcadores hematolégicos e bioquimicos

Polimorfismos, alelos

Glicose, g/dL
Eosindfilos, x10°

Reticuldcitos (%)
Colesterol total, mg/dL

Ferritina, mg/dL
Creatinina, mg/dL
VCM, fL

Acido Urico, mg/dL
Ferritina, mg/dL

Creatinina, mg/dL

Creatinina, mg/dL

BCL11A rs6736518
Selvagem
88,20 +10,40
1041,16 +625,74
BCL11A rs766432
Selvagem
8,97 £3,83
122,60 +31,86
HMIP rs35959442
Selvagem
691,13 £341,20
1,13 +0,75
105,00 £9,32
HMIP rs11759553
Selvagem
4,49 £1,14
185,12 +142,24
OR51B5/6 rs4910756
Selvagem
0,63 0,26
OR51B5/6 rs7483122
Selvagem
0,63 0,26

BCL11A rs6736518
Mutante
78,22 £10,33
498,76 +404,47
BCL11A rs766432
Mutante
4,96 +1,66
142,00 +£33,90
HMIP rs35959442
Mutante
210,20 +27,57
0,63 +0,26
89,26 +1,72
HMIP rs11759553
Mutante
5,49 +1,52
424,09 +439,42
ORb51B5/6 rs4910756
Mutante
1,35 0,92
OR51B5/6 rs7483122
Mutante
1,35 +0,92

P

0,049*
0,012
P

<0,0001*
0,0331
P

0,035+
0,008+
0,022*
P

0,033
0,020%
P

0,001%
P

0,001%

* Teste t, TMann-Whitney; Mutante:

heterozigoto + homozigoto
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Figura 11. Demonstracdo gréafica da andlise de varidveis hematoldgicas e bioquimicas em pacientes
HbSS portadores dos genétipos selvagem e mutante para os polimorfismos nos genes BCL11A e HMIP.
. Em A: Eosindfilos e glicose associada ao polimorfismo BCL11A rs6736518; em B: colesterol total e
reticuldcitos associados ao SNP BCL11A rs766432; em C: &cido Urico e ferritina associados ao

polimorfismo HMIP rs11759553; em D: creatinina, ferritina e VCM associados ao polimorfismo HMIP
rs35959442.



5.6. ANALISE DA DISTRIBUICAO DA TALASSEMIA ALFA E DOS
HAPLOTIPOS LIGADOS AO GENE DA GLOBINA BETA E SUA ASSOCIACAO
COM A CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA FETAL, DADOS
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CLINICOS NOS INDIVIDUOS COM
ANEMIA FALCIFORME EM SALVADOR-BAHIA.

237K nos individuos com HbSS e os

A distribuicdo genotipica da talassemia o
resultados relacionados aos genotipos selvagem e mutante sao mostrados na figura 12 e na
figura 13. Foram observadas associagdes significativas com as concentracOes de AST e ALT

e a contagem de linfécitos.

79.0%

Selvagem
W Heterozigoto
Homozigoto

4.7% 16.3%

Figura 12. Representagdo esquematica da distribuigdo da talassemia o2>"** em individuos HbSS de Salvador-
Bahia.



Linfécitos x Talassemia alfa a,*’ (p=0,0500%) ALT X Talassemia alfa a,>” (p=0,0442%) AST x Talassemia alfa a,,>” (p=0,0393*)
8000 100 60

| -1
6000 8

4000

‘E 2000

Linfécitos(X10%/L)
ALT, U/L

n B fo2]

o o o
AST, U/L
3 ]

(o] T 0 T 0 T
Q & N & & &
& & & & & &
Q & Q > Q >
& A & W & W
) 9
0 3,7 i 3,7 i 3,7
Talassemia alfa a«; Talassemia alfa o, Talassemia alfa a,

Figura 13. Demonstracdo grafica da analise de varidveis hematolégicas e bioguimicas com os genotipos

selvagem e mutante para talassemia a2 em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Os haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta foram investigados em 43
pares de cromossomos, sendo que o haplétipo mais frequente entre esses pacientes foi o
Benin, presente em 48/86 (53,8%), seguido pelo CAR em 27/86 (42,8%) e pelo Atipico em
11/86 (12,8%). O genotipo mais frequente foi 0 BEN/CAR, seguido do BEN/BEN. Esses
resultados sdo apresentados nas figuras 14 e 15. Na andlise univariada, os hapldtipos néao
estiveram associados com as concentragOes diferenciadas de HbF e aos outros parametros

laboratoriais investigados.

12.8%

Benin
Car

31.4% 56.8% Atipico

Figura 14. Representacdo grafica da frequéncia (%) dos haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta

em individuos HbSS de Salvador-Bahia
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Figura 15. Representagdo gréafica da frequéncia (%) dos genotipos ligados ao grupo de genes da globina beta em

individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Foram observadas associacOes significativas entre os hapldtipos ligados ao grupo de
genes da globina B e os polimorfismos identificados na regido promotora dos genes HBG2 e
HBGL1. Os pacientes HbSS com o haplétipo CAR tiveram mais alelos mutantes para o

polimorfismo -396/-391del no gene HBG2.

57. MODELOS DE ANALISE MULTIVARIADA COM AS VARIAVEIS
DEPENDENTES O USO DE HEMODERIVADOS, CONCENTRACAO DE

HEMOGLOBINA FETAL E A OCORRENCIA DE PNEUMONIA.

As analises multivariadas dos dados possibilitaram avaliar o de variaveis
caracteristicas associadas aos pacientes HbSS, permitindo o estabelecimento de modelos que
contemplaram variaveis significantes ou ndo nas anélises univariadas, mas que poderiam de
determinada maneira influenciar a ocorréncia da variavel dependente. Os modelos de anélise

multivariada foram aplicados e avaliados por regressdo logistica, onde a concentracdo de



HbF, pneumonia e o uso de hemoderivados foram considerados como variaveis dependentes
nos modelos formulados.

As analises que tiveram o uso de hemoderivados como variavel dependente foram
realizadas em apenas 1 modelo, que demonstrou a influéncia do haplétipo CAR/CAR como
fator de risco para necessidade de uso de hemoderivados (Tabela 14).

As analises que tiveram a concentracdo de HbF como variavel dependente foram
distribuidas em 4 modelos, que demonstraram a influéncia do haplétipo CAR/CAR como
fator de risco para a concentracdo mais baixa de HbF na presenca de diferentes polimorfismos
(Tabela 15).

As analises que tiveram a ocorréncia de pneumonia como variavel dependente foram
distribuidas em 4 modelos, que demonstraram que a idade é um fator de risco para a

ocorréncia de pneumonia na HbSS (Tabela 16).

Tabela 14. Analises multivariadas em modelo especifico, associando o uso de hemoderivados com marcadores hematologicos,
bioquimicos e moleculares em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Variaveis Coeficiente Erro-padréo Valor de P RP (1C) Wald teste R
Modelo 1

HbF 1,1424 1,0427 0,2733 3,13 (0,41 — 24,20) 1,2003 0,0000
IDADE 0,5636 1,1102 0,6117 1,76 (0,20 — 15,48) 0,2577 0,0000
HAPLO 2,6726 1,2714 0,0355 14,48 (1,20 — 174,96) 4,4188 0,2341
FERRITINA 2,3655 1,4851 0,1112 10,65 (0,58 — 195,63) 2,5373 0,1104
HBG1 -271 -1,4217 1,1009 0,1966 0,24 (0,03 - 2,09) 1,6677 0,0000

HbF: < média (12,88%)

Ferritina: > média (296,22 ng/dL)

Polimorfismo HBG1-271 C>T: alelo mutante (heterozigoto + mutante)
Haplo: CAR



Tabela 15. Andlises multivariadas em modelos especificos, associando a concentracdo de HbF com marcadores hematolégicos,
bioquimicos e moleculares em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Variaveis Coeficiente  Erro-padréo Valor de P RP (IC) Wald teste R
Modelo 1

TALA 0,7767 0,9348 0,4060 2,17 (0,35 - 13,58) 0,6904 0,0000
IDADE -0,9487 0,8121 0,2427 0,39 (0,08 — 1,90) 1,3649 0,0000
GENERO -0,3336 0,7707 0,6651 0,72 (0,16 — 3,24) 0,1874 0,0000
Hb 0,5158 0,7581 0,4962 1,68 (0,38 — 7,40) 0,4630 0,0000
HAPLO 1,7421 0,8832 0,0486 5,71 (1,01 — 32,24) 3,8908 0,1798
HBG2 -369 -0,5669 0,8884 0,5234 0,57 (0,10 — 3,24) 0,4072 0,0000
Modelo 2

TALA 0,3664 1,0438 0,7255 1,44 (0,19 - 11,16) 0,1232 0,0000
IDADE -1,0688 0,8717 0,2202 0,34 (0,06 — 1,90) 1,5032 0,0000
GENERO -0,9637 0,8654 0,2655 0,38 (0,07 — 2,08) 1,2400 0,0000
Hb 0,4978 0,7828 0,5248 1,64 (0,35 - 7,63) 0,4045 0,0000
HAPLO 2,3379 0,9970 0,0190 10,36 (1,47 - 73,11) 5,4980 0,2469
OR51B5/6rs4910756 -10,0401 37,0936 0,7866 0,00 (0,00 — 1,64. 10 *") 0,0733 0,0000
Modelo 3

TALA 0,9062 0,9767 0,3535 2,47 (0,36 — 16,79) 0,8607 0,0000
IDADE -0,7835 0,8070 0,3316 0,46 (0,09 — 2,22) 0,9426 0,0000
GENERO -0,4872 0,7631 0,5232 0,61 (0,14 —2,74) 0,4077 0,0000
Hb 0,5332 0,7705 0,4889 1,70 (0,38 - 7,72) 0,4790 0,0000
HAPLO 1,8420 0,8422 0,0287 6,31 (1,21 — 32,87) 4,7838 0,2203
HMIPrs11759553 0,6885 0,7108 0,3328 0,50 (0,12 — 2,02) 0,9381 0,0000
Modelo 4

TALA 0,6198 1,1333 0,5844 1,86 (0,21 - 17,13) 0,2991 0,0000
IDADE -1,1960 0,9606 0,2131 0,30 (0,05 —1,99) 1,5501 0,0000
GENERO -1,6949 1,0205 0,0968 0,18 (0,03 — 1,36) 2,7582 -0,1150
Hb 0,1915 0,8384 0,8193 1,21 (0,23 - 6,26) 0,0522 0,0000
HAPLO 3,1840 1,2278 0,0095 24,14 (2,18 - 267, 852 6,7248 0,2870
HMIPrs35959442 10,8063 31,0482 0,7278 49328, 65 (0,00 — 10*" 0,1211 0,0000

TALA: alelo selvagem

IDADE: < média (20,07 anos)

GENERO: feminino

Hb: < média (8,86g/dL)

Polimorfismo HBG2 -369C>G: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
Polimorfismo HMIPrs4910756: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
Polimorfimos HMIPrs35959442: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
HAPLO: haplétipo ligado ao gene da globina beta CAR/CAR



Tabela 16. Analises multivariadas em modelos de estudo especifico, associando a ocorréncia de pneumonia com marcadores
hematoldgicos, bioquimicos e moleculares em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Variveis Coeficiente  Erro-padréo Valor de P RP (IC) Wald teste R
Modelol

HbF -0,0203 0,7979 0,9797 0,98 (0,21 — 4,68) 0,0006 0,0000
HAPLO 2,2228 1,5462 0,1505 9,23 (0,45 — 191,20) 2,0667 0,0336
FERRITINA 1,1977 1,0634 0,2600 3,31 (0,41 — 26,62) 1,2686 0,0000
HBG2 -396/-391del -1,8716 1,4071 0,1835 0,15 (0,01 — 2,43) 1,7681 0,0000
GENERO -0,2121 0,8824 0,8188 0,82 (0,14 — 4,61) 0,0525 0,0000
IDADE 2,1873 0,9194 0,0174 8,91 (1,47 —54,02) 5,6598 0,2490
Modelo 2

HbF 0,0321 0,8841 0,9711 1,03 (0,18 - 5,84) 0,0013 0,0000
HAPLO 0,8035 0,9037 0,3740 2,23 (0,38 - 13,13) 0,7905 0,0000
FERRITINA 1,7188 1,2192 0,1586 5,58 (0,51 — 60,85) 1,9876 0,0000
GENERO 0,2615 0,8273 0,7519 1,30 (0,26 — 6,57) 0,0999 0,0000
IDADE 2,4854 0,9120 0,0064 12,01 (2,01 -71,73) 7,4272 0,3032
HBG1-271 0,1599 0,8736 0,8548 1.17 (0,21 - 6,50) 0,0335 0,0000
CREATININA -0,6022 0,8529 0,4801 0,55 (0,10 — 2,91) 0,4986 0,0000
Modelo 3

HbF 0,7437 0,9352 0,4265 2,10 (0,34 — 13,15) 0,6323 0,0000
HAPLO 1,3317 0,9703 0,1699 3,79 (0,57 — 25,37) 1,8836 0,0000
FERRITINA 0,8885 1,1294 0,4314 2,43 (0,27 — 22,24) 0,6190 0,0000
GENERO 0,1204 0,9135 0,8591 1,13 (0,19 - 6,76) 0,0174 0,0000
IDADE 3,3473 1,1113 0,0026 28,43 (3,22 — 250,97) 9,0728 0,3462
HBG1 -271 0,3392 0,9303 0,7154 1,40 (0,23 - 8,69) 0,1329 0,0000
VLDL 0,1251 0,0583 0,0319 1,13 (1,01 -1,27) 4,6062 0,2101
Modelo 4

HbF 0,2223 0,8698 0,7983 1,25 (0,23 - 6,87) 0,0653 0,0000
HAPLO 0,4572 0,8460 0,5889 1,58 (0,30 — 8,29) 0,2921 0,0000
FERRITINA 1,2907 1,1173 0,2480 3,64 (0,41 —32,48) 1,3346 0,0000
GENERO 0,1452 0,8350 0,8619 1,16 (0,23 - 5,94) 0,0302 0,0000
IDADE 2,3410 0,8750 0,0075 10,39 (1,87 - 57,74) 7,1576 0,2956
HBG1 -271 0,3421 0,8675 0,6933 1,41 (0,26 - 7,71) 0,1555 0,0000
HDL 0,8529 0,7665 0,2658 2,35(0,52 - 10,54) 1,2380 0,0000
Modelo 5

HbF 0,1067 0,8680 0,9022 1,11 (0,20 - 6,10) 0,0151 0,0000
HAPLO 0,5847 0,8278 0,4800 1,79 (0,35 — 9,09) 0,4989 0,0000
FERRITINA 1.4648 1,1110 0,1874 4,33 (0,49 — 38,18) 1,7382 0,0000
GENERO 0,2524 0,8409 0,7641 1,29 (0,25 - 6,69) 0,0901 0,0000
IDADE 2,3572 0,8964 0,0086 10,56 (1,82 — 61,20) 6,9143 0,2885
HBG1 -271 0,0849 0,8437 0,9198 1,09 (0,21 - 5,69) 0,0101 0,0000

Hb 0,2090 0,8141 0,7974 1,23 (0,25 - 6,08) 0,0659 0,0000



Tabela 16 (continuacdo). Analises multivariadas em modelos especificos, associando a ocorréncia de pneumonia com
marcadores hematoldgicos, bioquimicos e moleculares em individuos HbSS de Salvador-Bahia.

Variaveis Coeficiente Erro-padréo Valor de P RP (IC) Wald teste R
Modelo 6

HbF 0,1671 0,8412 0,8426 1,18 (0,23 - 6,15) 0,0394 0,0000
HAPLO 2,0746 1,6018 0,1953 7,96 (0,34 — 183,84) 1,6773 0,0000
FERRITINA 1,1829 1,0779 0,2725 3,26 (0,39 — 26,99) 1,2043 0,0000
GENERO -0,2014 0,8941 0,8218 0,82 (0,14 - 4,72) 0,0507 0,0000
IDADE 2,1576 0,9182 0,0188 8,65 (1,43 -52,31) 5,5219 0,2443
HDL 0,6763 0,7567 0,3715 1,97 (0,45 - 8,67) 0,7987 0,0000
HBG2 -369 -1,7829 1,4534 0,2199 0,17 (0,01 — 2,90) 1,5048 0,0000

HbF: < média (12,88%)

IDADE: < média (20,07 anos)

GENERO: feminino

Hb: < média (8,86g/dL)

Ferritina: > média (296,22 ng/dL)

HDL colesterol:< média (32,23 mg/dL)

VLDL colesterol: > média (23,33 mg/dL)

CREATININA: > média (0,67 mg/dL)

Polimorfismo HBG2 -396/-391del: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
Polimorfismo HBG2 -369 C>G HBG2: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
Polimorfismo HBG1-271 C>T: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
HAPLO: haplétipo ligado ao gene da globina beta CAR/CAR



5.8. ANALISE DOS HEREDOGRAMAS DOS CASOS DE PERSISTENCIA
HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL IDENTIFICADOS EM SALVADOR-

BAHIA

Identificamos no presente estudo trés casos sugestivos de PHHF, com HbF acima
30%, sendo esses dados confirmados pela analise do perfil de hemoglobinas das familias. O
caso indice 3 apresentava o gendtipo HbSF e os demais ndo apresentaram hemoglobina
variante. O individuo caso 01 apresentou microcitose discreta, entretanto, ndo foram
observadas associacdes significativas ao se analisar os dados hematologicos, bioguimicos e
aqueles relacionados aos polimorfismos investigados nos individuos com perfil de Hb

sugestivo de PHHF. Esses dados sdo mostrados nas tabelas 17 e 18.

Tabela 17. Dados hematolédgicos e bioquimicos dos casos sugestivos de PHHF
em Salvador-Bahia.

CASO 01 CASO 02 CASO 03
Perfil de hemoglobinas
HbA1 % 64,80 64,90 0,00
HbS % 0,00 0,00 59,20
HbF % 32,80 33,00 38,00
HbA2 % 2,40 2,10 2,80
Dados Hematoldgicos
Hemacias, milhdes/mL 5,10 5,70 4,70
Hemoglobina g/dL 12,90 15,10 13,10
Hematocrito % 38,80 45,9 38,6
VCM, fL 75,60 80,10 81,00
HCM, pg 25,10 26,40 27,8
Reticuldcitos % 1,70 0,60 0,80
Leucacitos, /L 7000,00 8200 9000,00
Segmentados, /L 2870,00 5248,00 7020,00
Eosinofilos, /L 420,00 246 90,00
Basofilos, /L 0,00 0,00 0,00
Linfocitos, /L 3360,00 2296,00 1710,00
Monocitos, /L 350,00 410,00 180,00
Plaquetas, /L 287,00 167,00 339,00
Perfil Bioguimico
Glicose, mg/dL 83,00 80,00 107,00
Colesterol total, mg/dL 116,00 122,00 169,00
HDL-colesterol, mg/dL 47,00 45,00 54,00
LDL- colesterol, mg/dL 58,00 56,00 88,00
VLDL-colesterol, mg/dL 11,00 21,00 27,00
Triglicérides, mg/dL 55,00 105,00 136,00
LDH U/L 282,00 150,00 271,00

BILT mg/dL 1,30 0,30 1,50



Tabela 17 (cont.). Dados hematolégicos e bioquimicos dos casos sugestivos de
PHHF em Salvador-Bahia.

Perfil Bioguimico (cont.) CASO 01 CASO 02 CASO 03
BILD, mg/dL 0,40 0,20 0,50
AST, U/L 24,00 20,00 20,00
ALT, U/L 7,00 19,00 18,00
GGT, U/L 28,00 25,00 28,00
Uréia, mg/dL 21,00 32,00 12,00
Creatinina, mg/dL 1,10 0,50 1,30
Acido Urico, mg/dL 3,80 4,60 5,00
Ferro, mcg/dL 55,00 130,00 127,00
Ferritina, ng/dL 24,20 67,00 45,60
PCR, mg/dL 3,31 1,00 ND
ALFA-1 antitripsina, mg/L 135,00 53,00 ND

ND= ndo determinada

Tabela 18. Polimorfismos investigados na regido promotora dos genes
HBG e nos genes BCL11A, HMIP, OR51B5/6 nos individuos com
perfil sugestivo de PHHF

Polimorfismos, Gene Caso 01 Caso 02 Caso 03
HBG2-396/-391del + + +
HBG2-369 C>G - + -
HBG2-309 A>G + - +
HBG2-157 T>C - + +
HBG1-499 T>A + - +
HBG1-369 C>G + - +
HBG1-271 C>T - - -
HBG1 -225/-222del - - +
BCL11A rs6736518 + + +
BCL11A rs766432 + + +
HMIP rs11759553 - - -
HMIP rs35959442 + + +
OR51B5/6rs4910756 + + -
OR51B5/6rs748312 - - -

+: alelo mutante (heterozigoto + homozigoto)
- alelo selvagem



CASO 1

Individuo do sexo feminino, 11 anos, caucasoide, com perfil de Hb sem hemoglobina
variante e sem alteracGes clinicas significativas. Dois membros da familia (mée e caso indice)
apresentaram concentracdes de HbF elevadas. O heredograma e o perfil de hemoglobinas do
caso indice e dos membros da familia que se disponibilizaram a realizar a coleta sdo
apresentados na figura 16 e na tabela 19. As dele¢cdes PHHF-1 e PHHF-2 ndo foram

identificadas na familia estudada (Figuras 17 e 18).

<,

/ Heterozigoto para a HbC

O

Figura 16. Heredograma da familia do caso indice 01

Normal

Tabela 19. Idade e perfil de hemoglobinas em individuos da familia caso indice 01

Caso 1 Mae Irmao (1) Irma&o (2)
Idade, anos 11 33 02 10
HbAL (%) 64,8 0,0 59,9 61,5
HbC (%) 0,0 65,2 36,1 35,0
HbF (%) 32,8 33,1 0,5 0,2

HbA2 (%) 24 1,7 35 33




Figura 17. Gel em agarose a 1% mostrando o produto da PCR para a PHHF-1 no caso indice 01 e sua familia
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 01; 2= Mae; 3= Irmdo 1; 4= Irmo 2; 5= controle negativo).

2.206pb —>

Figura 18. Gel em agarose a 1% mostrando o produto da PCR para a PHHF-2 no caso indice 01 e sua familia
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 01; 2= Mae; 3= Irmdo 1; 4= Irm&o 2; 5= controle negativo).



CASO 02

Individuo do sexo masculino, 32 anos, afrodescendente, sem Hb variantes e alteracdes
clinicas significativas. Dois membros da familia (mée e caso indice) apresentaram
concentracdes elevadas de HbF. O heredograma e o perfil de hemoglobinas do caso indice e
dos membros da familia que se disponibilizaram a realizar a coleta sdo apresentados na figura
19 e na tabela 20. As deleces PHHF-1 e PHHF-2 ndo foram identificadas na familia

estudada (Figuras 20 e 21).

v

Figura 19. Heredograma da familia caso indice 02

Tabela 20. Idade e perfil de hemoglobina da familia caso indice 02

Caso 02 Mae
Idade, (anos) 32 58
HbAL1 (%) 64,9 65,2
HbF (%) 33,0 33,1

HbA2 (%) 2.1 1,7




1616pb —>

Figura 20. Gel em agarose a 1% mostrando o produto da PCR para a PHHF-1 no caso indice 02 e na sua
genitora (M= marcador 250pb; 1=Caso indice 02; 2= Mae; 3= controle negativo).

2.206ph —>

Figura 21. Gel em agarose a 1% mostrando o produto da PCR para a PHHF-2 no caso indice 02 e sua genitora
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 02; 2= Mae; 3= controle negativo).



CASO 03

Individuo do sexo feminino, 15 anos, caucaséide, com perfil de hemoglobina HbSF e
sem alteragdes clinicas significativas. Dois membros da familia (pai e caso indice)
apresentaram HbF em concentragdes elevadas. O heredograma e o perfil de hemoglobinas da
familia sdo apresentados na figura 22 e na tabela 21 As dele¢bes PHHF-1, PHHF-2 ndo
foram identificadas no grupo estudado, além disso, a PCR para a delecdo PHHF-1 gerou um
fragmento (caso indice e pai) de aproximadamente 1.250pb que ndo era compativel com o
fragmento mutante para essa delecdo, levando-nos a supor que pudesse se tratar da PHHF-4,

suspeita que ndo foi confirmada com a PCR para essa delegéo (Figuras 23, 24 e 25).

O |:l Heterozigoto para a HbS

D

Figura 22. Heredograma da familia caso indice 03

Tabela 21. Parametros hematoldgicos e perfil de hemoglobina do caso indice 03

Caso 03 Mae Pai
Idade, (anos) 15 33 38
HbA1 (%) 0,0 40,0 63,4
HbS (%0) 59,2 56,4 0,0
HbF (%) 38,0 0,4 34,3

HbA2 (%) 2,8 32 23




1616pb —>
1.250pb —

Figura 23. Gel em agarose a 1% demonstrando o produto de PCR para a PHHF-1 na familia do caso indice 03
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 03; 2= Mae; 3= Pai 1; 4= controle negativo).

2.206pb —>

Figura 24. Gel em agarose a 1% demonstrando o produto de PCR para a PHHF-2 na familia do caso inidice 03
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 03; 2= Mae; 3= Pai; 4= controle negativo).



1616pb —>

Figura 25. Gel em agarose a 1% demonstrando o produto da PCR para a PHHF-4 na familia do caso indice 03
(M= marcador 250pb; 1=Caso indice 03; 2= Mae; 3= Pai 1; 4= controle negativo).



6. DISCUSSAO



6. DISCUSSAO

Os pacientes HbSS apresentam heterogeneidade clinica, com sintomas de gravidade
intermedidria a gravidade bastante acentuada, com taxas elevadas de mortalidade e
morbidade. As variagdes das condic¢des climaticas, sociais, econémicas e de cuidados medicos
contribuem para essa diversidade, mas ndo explicam a diversidade de formas clinicas com a
qual se apresenta a doenca (NAGEL & FABRY, 1985; STEINBERG, 2009).

As avaliacdes hematoldgicas e bioquimicas tém sido consideradas como marcadores
importantes para 0 acompanhamento dos individuos HbSS. No presente estudo, os parametros
hematoldgicos dos pacientes demonstram perfil classico associado a HbSS, que é
caracterizada pela presenca de anemia do tipo normocitica/normocrémica com reticulocitose.
A média encontrada para os niveis de Hb foi compativel com a fase estavel da doenca, como
descrito por Steinberg (2009). As determinagbes bioquimicas revelaram alteracGes
significativas de marcadores de hemolise como LDH, bilirrubina, AST, ALT e GGT. Os
marcadores de inflamacdo, como PCR, alfa-1 antitripsina e ferritina também estiveram
aumentados no grupo de pacientes. O processo de hemolise presente na DF tem sido
associado a diferencas importantes em variaveis relacionadas ao comprometimento hepatico,
tais como a ALT, AST e bilirrubinas e LDH, que estdo interligadas em algoritmos associados
a evolucéo clinica e ao 6bito nos pacientes com DF, em especial com HbSS. A dosagem de
LDH foi referida recentemente como um marcador essencial na avaliacdo de quadros
hemoliticos associados a diferentes manifestacdes clinicas da DF, incluindo aqueles com
participacdo da resisténcia ao NO. Esses achados confirmam os resultados obtidos na analise
dos pacientes que compuseram a casuistica do presente estudo (KATO et al. , 2006;

OPARINDE et al., 2006; KATO et al., 2007; TAYLOR VI et al., 2008)



No presente estudo, quando se comparou valores hematoldgicos e bioquimicos nos
grupos de pacientes com a HbF acima e abaixo da média, sendo que os valores de VCM,
HCM e Ht foram maiores no grupo de pacientes com HbF acima da média; entretanto, a
concentracdo elevada de HbS foi maior no grupo de pacientes com HbF inferior a média. A
HbF é considerada modulador classico do quadro clinico presente na HbSS, apesar dos
estudos relacionados a expressdo da HbF na DF ainda gerem controvérsias. Os efeitos
benéficos da HbF sdo mais evidentes nos fenotipos associados a viscosidade sanguinea e de
falcizacdo, em detrimento aos fenotipos hemoliticos (KATO, 2007). As concentracdes
elevadas dessa hemoglobina tém sido associadas a manifestacdes clinicas mais brandas da
doenca, com reducdo dos episddios de crises vaso-oclusivas, STA, retinopatia proliferativa,
Ulceras de perna, sequestro esplénico e as taxas de Obito perinatal (WATSON et al., 1948;
SEDGEWICK et al., 2008). Os dados descritos no presente estudo corroboram com os relatos
prévios que correlacionam as concentracdes elevadas de HbF ao progndstico clinico melhor
da doenca, apesar de ndo terem sido observadas associagOes significativas na amostra deste
estudo entre os dados do historico clinico e as quantidades diferenciadas de HbF (PLATT et
al., 1994; KATO et al., 2006; STEINBERG, 2009; in STEINBERG et al., 2009). Além disso,
0s niveis séricos de ferro, ferritina e VLDL colesterol foram elevados no grupo de pacientes
com HbF maior que a média, sugerindo que o simples aumento da HbF ndo deve ser
considerado como marcador de bom progndstico para a HbSS, uma vez que este parametro
ndo mostrou relagcdo com o historico clinico desses pacientes.

Cumpre ressaltar que o aumento de ferro e ferritina sérica tém sido associados a
geracdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio nesses pacientes, fato que pode elevar as
concentragOes de radicais livres e de certa maneira acentuar danos ao endotélio pelo aumento
de oxidantes; auto-oxidacdo da HbS; aumento da hemdlise intravascular com liberacdo de

hemoglobina e ferro livre no vaso, além da participacdo de moléculas como a haptoglobina e



a hemeoxigenase (REITER et al., 2002; WALTER et al., 2006; FRENETTE & ATWEH,
2007; ASLAN & FREEMAN, 2007). O aumento do VLDL colesterol tem sido proposto
como participante da oxidagdo lipidica em pacientes HbSS, além de estar associado ao
desenvolvimento de aterosclerose. Outra hipétese é a relacionada ao aumento de
triglicerideos, provavelmente, pelo aumento da producéo hepatica de VLDL colesterol, com o
aumento do namero de receptores para o LDL colesterol, que é extensivamente metabolizado,
diminuindo seus niveis séricos. No entanto, o papel do colesterol e dos triglicerideos e dos
seus mecanismos de regulacdo e producao ainda nao estdo bem esclarecidos, necessitando de
estudos adicionais nesta area. De maneira geral, o consumo de colesterol tem sido associado a
inflamacdo e ao progndéstico desfavoravel na DF (PRINSEN et al., 2003; ZORCA et al.,
2010).

Diversos estudos tém demonstrado o papel da interacdo génica na determinacdo do
fenotipo dos pacientes HbSS, sendo que a expressdo de HbF é alvo importante de pesquisas
relacionadas a modulacdo genética da doenga, inclusive com o objetivo de se identificar e
estudar os mecanismos envolvidos na sinteses dessa hemoglobina. Dessa forma, alteracfes
nas sequéncias e/ou polimorfismos (mutaces de um Unico nucleotideo, delecGes, insercdes)
nos genes relacionados a sintese das cadeias y da HbF, nos genes HBG1 e HBG2, podem
constituir elementos potenciais que afetam, em cis, a interacdo dessas sequéncias génicas e
determinados fatores transcricionais, nesse caso, os eritrdides (FERTRIN et al., 2003;
KUTLAR et al., 2004; ASHLEY-KOCH et al., 2008; SEBASTIANI et al., 2008).

No presente estudo foram investigados os polimorfismos nos genes HBG2 e HBGL,
incluindo a delecdo -396/-391del, o polimorfismo -369 C>G, o0 -309 A>G e 0 -157 T>C no
gene HBG2; e o polimorfismo -499 T>A, 0 -369 C>G, 0 -271 C>T e a delegéo -225/-222del
no gene HBG1. Dessa forma, foram identificados oito polimorfismos nas regides promotoras

dos genes HBG1 e HBG2 e observou-se que somente o polimorfismo HBG1 -271 C>T nédo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frenette%20PS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Atweh%20GF%22%5BAuthor%5D

estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, sugerindo uma possivel selecdo do alelo mutante no
grupo de pacientes HbSS, que apresentaram 4,45 vezes mais a ocorréncia de concentracdes
mais baixas de HbF, corroborando com Barbosa e colaboradores (2010). O alelo variante
para o polimorfismo HBG1 -499 T>A, que apresenta ancestralidade africana, principalmente
da Africa Centro-Sul (PATRINOS et al., 2005), foi pouco descrito no Brasil e, neste estudo,
ndo esteve associado a concentracdo de HbF. Além disso, o alelo variante para o
polimorfismo -369 C>G, localizado no mesmo gene, foi observado em homozigose em todos
os individuos estudados. As diferencas nas distribuicdes alélicas desses polimorfismos, nos
individuos HbSS, podem ser explicadas pela ocorréncia de desequilibrio de ligacdo, que em
genética de populacbes corresponde a associa¢fes nao-aleatorias em um ou mais loci,
podendo estar ou ndo localizados em um mesmo cromossomo.

O alelo variante para o polimorfismo HBG2 -157 T>C foi encontrado em todos 0s
individuos HbSS estudados, mas ndo esteve associado a concentracdo de HbF. Esse dado vai
de encontro aos achados de Adorno e colaboradores (2008) que sugeriram a relacdo entre o
alelo mutante e a sintese elevada de cadeias globina y, principalmente por ele estar localizado
préximo ao polimorfismo HBG2 -158 C>T, que é, reconhecidamente, um polimorfismo
associado a expressdo elevada do gene HBG2. Os dados encontrados contradizem essa
suposicdo e corroboram com os dados de Barbosa e colaboradores (2010) que demonstraram
que esse polimorfismo é uma variante comum na nossa populacdo, sendo de origem,
provavelmente, africana, uma vez que foi um achado unanime entre os quilombolas
originarios desse continente (GILMAN et al., 1985; GONCALVES et al., 1994; FERTRIN &
COSTA, 2010).

Os alelos variantes para os polimorfismos -271 C>T e -225/-222del localizados no
gene HBGL1 parecem ter implicagdes clinicas e hematoldgicas para os pacientes HbSS, com

provavel efeito protetor; uma vez que foram encontradas associa¢fes do alelo mutante com



concentracdes diminuidas de ferro e LDL colesterol para os polimorfismos -271 C>T e -225/-
222del, respectivamente. Cumpre ressaltar que esses marcadores bioquimicos tém sido
associados ao estresse oxidativo e inflamacdo (NOFER, 2002; FRENETTE & ATWEH,
2007; ASLAN & FREEMAN, 2007).

Com relacdo ao polimorfismo HBG1- 499 T>A, o seu alelo selvagem esteve associado
a niveis elevados de glicose, mas o alelo mutante a concentracdes elevadas da alfa-1
antitripsina, evidenciando desta forma as interagdes complexas desses marcadores nesse
grupo de pacientes. Diferente dos outros polimorfismos que puderam ser associados como
fator protetor, a delecdo HBG2 -396/-391del esteve associada a valores elevados de HbS,
creatinina e bilirrubina total, sugerindo uma associacdo com a gravidade da doenca para 0
alelo mutante. A confirmacéo deste estado de gravidade foi obtida quando se encontrou uma
associacdo significativa do alelo mutante para essa delecdo e a ocorréncia de crises vaso-
oclusivas, litiase biliar e uso de hemoderivados. Cumpre ressaltar, que sdo escassos 0s estudos
que associam esses polimorfismos a alteragdes em marcadores bioquimicos, sendo necesséria
a realizacdo de estudos semelhantes, visando a confirmacdo desses achados (BARBOSA,
2009).

Os polimorfismos de Unico nucleotideo analisados no presente estudo foram o
BCL11Ars766432, BCL11Ars6732518, HMIPrs11759553, HMIPrs35959442,
OR51B5/6rs4910756 e 0 OR51B5/6rs7483122. Apenas os alelos do gene OR51B5/6 néo
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, fato que pode estar associado a selecdo natural do
alelo selvagem na populacéo estudada ou a associagdes nao-aleatorias entre polimorfismos em
loci diferentes. Solovieff e colaboradores (2010) descreveram a influéncia dos genes OR na
regulacdo da sintese de HbF em individuos com HbSS e associando-os a ocorréncia de
desequilibrio de ligacdo elevado entre os alelos mutantes para os polimorfismos

OR51B5/6rs4910756 e o0 OR51B5/6rs7483122.
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A associagdo de concentracGes de HbF acima e abaixo da média e os polimorfismos
estudados ndo mostrou significancia estatistica, fato que pode estar relacionado diretamente
com o n amostral que compds este estudo. Apesar dos resultados descritos, sdo varios 0s
estudos de acerca da influéncia de polimorfismos nos cromossomos 2, 6 e 11 na regulacéo da
sintese de HbF e na distribuicdo de células F. Na literatura € descrito que estes genes juntos
sdo responsaveis por 20 a 50% do controle da sintese de HbF em individuos normais e
portadores de hemoglobinopatias (MENZEL et al.,, 2007; SEDGEWICK et al., 2008;
FERTRIN & COSTA, 2010; SANKARAN et al., 2010; SOLOVIEFF, et al., 2010;
AKINSHEYE et al., 2011).

O presente estudo mostrou associacdes entre o alelo selvagem do polimorfismo
BCL11Ars6732518 e 0 aumento nas concentracdes de glicose e no nimero de eosinoéfilos; do
alelo selvagem para o polimorfismo BCL11Ars766432 e contagens elevadas de reticuldcitos e
diminuicdo nas concentracdes de colesterol total; do alelo selvagem para o polimorfismo
HMIPrs35959442 e concentracdes elevadas de ferritina, creatinina e de VCM. O alelo
mutante para o polimorfismo HMIPrs11759553 esteve associado as concentragdes elevadas
de acido urico e de ferritina; os alelos mutantes dos polimorfismo OR51B5/6rs4910756 e
OR51B5/6rs7483122 a concentracdes mais elevadas de creatinina. Os estudos de associagao
entre os polimorfismos acima referidos tém sido realizados, invarialvelmente, com foco no
potencial desses genes em contribuir para a modulacdo da sintese de HbF, sendo escassos
aqueles que trazem dados relacionados a influéncia desses polimorfismo com parametros
diferentes dos dados hematologicos. Lettre e colaboradores (2008) descreveram a influéncia
de polimorfismos nestes genes na contagem de plaquetas em individuos HbSS brasileiros ao
serem comparados com individuos HbSS americanos. Os dados descritos neste estudo

indicam uma provavel influéncia desses polimorfismos em mecanismos especificos que



podem, de alguma maneira, estar contribuindo para o estabelecimento de subfendétipos
especificos dos pacientes HbSS.

A associacdo do polimorfismo BCL11Ars6732518 com a contagem de eosinofilos
suscintam o possivel envolvimento com a participacdo da ativacdo deste tipo celular e
envolvimento nos eventos de vaso-oclusdo frequentemente descritos na HbSS (CANALLI et
al., 2004).

A relacdo do polimorfismo BCL11Ars766432 com contagens elevadas de reticulécitos
sugere a ligacdo com quadros hemoliticos mais graves nos pacientes HbSS, fato que foi
reforcado pelos niveis diminuidos de colesterol, uma vez que estes tém sido diretamente
associados a quadros clinicos mais graves nos pacientes HbSS (ZORCA et al., 2010). Além
disso, Seixas e colaboradoes (2010) relataram o possivel envolvimento do metabolismo
lipidico e a identificacdo de subfendtipo relacionado a distdrbios metabdlicos na HbSS.

A associacdo do alelo selvagem para o polimorfismo HMIPrs35959442 e
concentracOes elevadas de ferritina e de VCM sugere a ocorréncia de quadro clinico mais
grave para os pacientes HbSS com este alelo, uma vez que, estes biomarcadores tém sido
associados a geracao de espécies reativas de oxigénio e a estados inflamatdrios e ao process
hemolitico na HbSS (FRENETTE & ATWEH, 2007; ASLAN & FREEMAN, 2007;
STEINBERG, 2008); a associacdo das concentracfes mais elevadas de creatinina com e 0
alelo selvagem para este polimorfismo sugere um possivel comprometimento renal, levando-
se em conta que os rins de pacientes HbSS apresentam hiperfiltracdo, fato que esta associado
a valores normais para creatinina (ATAGA & ORRINGER, 2000). O alelo mutante para o
polimorfismo HMIPrs11759553 esteve associado as concentragfes elevadas de acido urico e
de ferritina, sugerindo a participacdo desse alelo no disparo do complexo inflamossoma, no
qual a molécula de acido drico desempenha papel como precipitante da cascata de ativacao de

mediadores associados a este fenémeno (MARTINON et al., 2009). O aumento da cretinina
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nos individuos HbSS com os polimorfismos OR51B5/6rs4910756 e OR51B5/6rs7483122
pode estar relacionado a um possivel comprometimento renal, a semelhanca do descrito para
0 polimorfismo HMIPrs35959442,

A talassemia 02%” *® foi descrita na freqiiéncia de 21,7% no grupo de individuos
HbSS. Esse resultado é concordante com o trabalho de Lyra e colaboradores (2005) que
relataram a frequéncia de 21,6% em pacientes HbSS, desta mesma populacdo, que
apresentavam concomitantemente esta talassemia. A coexisténcia dessas alteracdes promove
aumento da relacdo membrana/citoplasma eritrocitario, com diminuicdo da perda de
eletrolitos e desidratacdo celular, diminuicdo da hemolise, aumento na concentracdo de
hemoglobina e do hematdcrito, reducdo dos indices hematimétricos (VCM e HCM), da
contagem de reticulécitos e reducdo de Ulceras em membros inferiores (STEINBERG, 2005).
No presente estudo, demonstrou-se a associacao das concentracdes mais baixas de AST, ALT
e linfocitos com genotipo mutante para a o-talassemia, corroborando com o efeito protetor
dessa comorbidade.

Com relag¢do aos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina BS, 0s resultados
deste estudo mostraram distribuicdo heterogénea dos hapl6tipos, com predominio dos
gendtipos CAR/Ben e Ben/Ben, seguidos dos genotipos Ben/Atipico e CAR/CAR, sem
descricdo dos haplotipos CamarBes e Senegal. Esses resultados estdo de acordo com 0s
estudos prévios realizados na mesma populagdo (GONCALVES et al., 2003; ADORNO et
al., 2004; ADORNO et al., 2008).

No presente estudo foi observada associa¢do do polimorfismo HBG2-396/-391del com
a presenca do haplétipo CAR. Dessa forma, apesar de ndo terem sido descritas associaces
dos haplotipos com as manifestacdes clinicas dos pacientes HbSS estudados, a presenca do

alelo mutante da referida delegéo foi também associado ao aumento de crises vaso-oclusivas,



litiase biliar e uso de hemoderivados, quando se avaliou a historia clinica desses individuos
(BOUHASSIRA et al.,1990; LANCLOS et al., 1991; BARBOSA et al., 2010).

No presente estudo, o gendtipo CAR/CAR ndo esteve associado as concentracdes de
HbF e manifestacdes clinicas graves nos pacientes HbSS, quando realizadas analises
univariadas. Entretanto, a realizacdo de modelos estruturados de analises multivariadas por
regressao logistica indicaram que a presenca do genotipo CAR/CAR foi associado a a 14,48
vezes mais ao uso de hemoderivados em modelo que incluia concentracGes baixas de HbF,
idade elevada, ferritina elevada e o polimorfismo HBG1-271 T>C. As concentracdes
diminuidas de HbF estiveram associadas a presenca do gendtipo CAR/CAR com RP de 5,71;
10,36; 6,31 e 24,14 em modelos que incluiram os polimorfismos HBG2-396C>G,
ORIB5/6rs4910756; HMIPrs11759553; HMIPrs35959442, respectivamente. O haplétipo
CAR tem sido associado a concentra¢des diminuidas de HbF e ao quadro clinico mais grave
da doenca (POWARS, 1991; STEINBERG et al., In: HOFFMAN et al., 1995; GONCALVES
et al., 2003).

A ocorréncia de pneumonia esteve associada a idade menor com RP de 9,91; 12,01;
28,43; 10,39 e 10,56 em modelos que que incluiram os polimorfismos HBG2-396/391del;
HBG2-271C>T; e HBG2-396C>G, respectivamente. E importante ressaltar que a idade de 5
anos e considerada como risco para a ocorréncia de pneumonia nos pacientes HbSS

(STEINBERG et al. 2009).

No presente trabalho foram relatados trés casos associados ao fenotipo de PHHF do
tipo delecional, com valores de HbF > 30%, sem manifestacdes clinicas significativas e com
parametros hematoldgicos e bioquimicos dentro dos valores de referéncia. Ainda nesse grupo,
foi identificado um caso com o gendtipo HbSF que ndo apresentou alteragdes laboratoriais

significativas e sem relatos de crises vaso-oclusivas ou anemia hemolitica, caracteristicos do



quadro de HbSS, concordando com relatos prévios (THEIN & WOQOD (in Steinberg, 2009;
AKINSHEYE et al., 2011).

Aproximadamente, o total de 8 tipos de PHHF com delecdo superior a 80 Kb foi
descrito nos ultimos anos. Essas delecdes sdo associadas a sintese elevada de HbF e
distribuicdo pancelular desta hemoglobina nos eritrocitos. Trés mecanismos tém sido
propostos para explicar o efeito das delecBes nas concentracGes de HbF: (1) sugere que ocorra
a delecdo de elementos repressores dos genes HBG; (2) ha a ocorréncia de justaposicdo de
elementos ativadores (enhancers), normalmente localizados downstream dos genes HBG; (3)
ocorre uma maior interacdo da LCR com os genes HBG, uma vez que os genes HBB estdo
deletados (WEATHERALL et al., 2001).

A PHHF-1 e a PHHF-2 sdo as formas mais frequentemente observadas em
afrodescentes americanos e no Brasil (GONCALVES, et al., 1995; AKINSHEYE et al.,
2011). Entretanto, os individuos estudados ndo eram portadores das delecBes mais
frequentemente descritas no Brasil, sendo, portanto, necessaria a investigacdo futura para
identificar as dele¢des envolvidas nos casos estudados. A delecdo envolvida no caso indice 3,
que apresentou fragmento diferente do convencional quando o DNA foi amplificado com
primers para a PHHF-1, pode corresponder a um novo ponto de quebra relacionado ao
fenotipo PHHF, uma vez que ndo foram registrados fragmentos que indicassem a presenca da
PHHF-2 ou PHHF-4.

De acordo com o exposto, tendo como base 0s resultados descritos no presente estudo,
ressalta-se que € imprescindivel a realizacdo de investigacOes adicionais das interaces desses
polimorfismos e marcadores hematologicos, bioquimicos e genéticos classicos. Enfatizamos
que a incluséo de analises de haplotipos e de desequilibrio de ligagéo, além da avaliacdo dos

mecanismos funcionais poderdo contribuir para a elucidacdo desta rede complexa que



interliga marcadores genéticos e a anemia falciforme, uma vez que as vias associadas a essas

interacdes ainda permanecem, na sua maioria, ainda obscuras.



7. CONCLUSOES



7. CONCLUSOES

No presente estudo, os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos individuos
HbSS foram compativeis com o estado estavel da doenca, que é caracterizado pela
presenca de anemia do tipo normocitica/normocromica associada a reticulocitose e
concentracdes elevadas de biomarcadores de hemdlise. A ocorréncia de crises
vaso-oclusivas, pneumonia e esplenomegalia foram as manifestacdes clinicas mais
frequientes no grupo estudado;

No presente estudo, a HbF foi associada a indices hematimétricos melhores,
todavia, esta Hb foi também relacionada as concentracGes elevadas de
biomarcadores associados ao de prognostico desfavoravel da HbSS. Nao foram
identificadas associagcfes significativas com o quadro clinico da doenca,
demonstrando que a HbF ndo deve ser considerada de maneira isolada como
marcador de prognostico favoravel.

No presente estudo, o alelo variante para o polimorfismo HBG1 -271 C>T foi
associado com as concentracdes menores de HbF. De maneira geral, os alelos
variantes para 0s polimorfismos estudados foram associados a marcadores
hematologicos e bioquimicos melhores. Entretanto, o alelo mutante para a delegdo
HBG2 -396/-391del foi associado aos marcadores laboratoriais e prognostico mais
graves da HbSS

No presente estudo, ndo foram observadas associa¢fes de polimorfismos nos
genes BCL11A, HMIP e OR51B5/6 com as concentra¢fes de HbF. Entretanto, os
alelos variantes para estes polimorfismos foram associados a marcadores

hematoldgicos e bioguimicos melhores, de maneira geral;



V.

VI.

VIL.

A comorbidade HbSS/talassemia alfa a23,7Kb foi associada a ALT, AST e
linfdcitos, apresentando efeito protetor. A distribuicdo dos haplétipos foi bastante
heterogénea, concordando com relatos anteriores. Entretanto, na analise
univariada, os haplotipos nao foram associados as concentracdes diferenciadas de
HDbF e ao historico clinico dos individuos HbSS estudados.

No presente estudo, a analise multivariada em modelos especificos mostrou que o
gendtipo CAR/CAR esta associado com as concentracbes menores de HbF e ao
uso de hemoterapicos, concordando com os relatos prévios que o0 associam ao
prognostico mais grave da doenca. Alem disso, a idade menor e concentragdes
diminuidas de HBF foram associados como fator de risco para a ocorréncia de
pneumonia nos individuos estudados;

Os casos sugestivos de PHHF ndo apresentam alteracdes laboratoriais e clinicas
significativas, incluindo o caso 3 que apresentou o genotipo HbSF e ndo estiveram
associados a ocorréncia de crises vaso-oclusivas e anemia hemolitica,
corroborando com relatos anteriores que associam esse genotipo a auséncia de
manifestagdes clinicas caracteristicas da HbSS. Além disso, nenhuma das formas
delecionais de PHHF investigadas foi confirmada nesses pacientes, sendo
necessaria a realizacdo de estudos futuros para elucidar os mecanismos

moleculares envolvidos nesses casos.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

PARA MENORES DE 18 ANOS

Vocé estd sendo convidado a consentir com a participacdo do menor, uma vez que € seu
representante legal, no estudo chamado: “Avaliagdo de marcadores associados a sintes de
hemoglobina fetal em individuos com anemia falciforme e persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal”, que sera realizado no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ-
BA.

A sua participacdo é totalmente voluntaria e a sua permissao para participar do estudo pode
ser retirada a qualquer momento, ndo resultando em punigdes.

O objetivo deste trabalho é investigar o conteudo genético de individuos com anemia
falciforme, doenca genética decorrente da presenca de uma hemoglobina anormal,
denominada de S, que possuem concentracdo elevada de hemoglobina fetal e de individuos
com perfil sugestivo de PHHF, uma alteracdo onde a hemoglobina fetal, que possui uma
maior quantidade na vida uterina, continua a ser produzida, sendo considerada como um fator
que diminui a sintomatologia clinica apresentada por individuos com altera¢cdes herdadas na
hemoglobina, que é um constituinte do sangue responsavel pela distribuicdo do oxigénio no
nosso organismo. Também serdo realizadas analises bioguimicas e hematoldgicas, visando
identificar marcadores de progndstico, principalmente quando encontrada juntamente com a
anemia falciforme.

Tendo em vista 0s motivos apresentados, estamos convidando-o a participar na presente
pesquisa. Os registros da participagédo do menor no estudo serdo mantidos confidencialmente,
sendo do conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do medico que o
acompanha. As amostras coletadas serdo identificadas por codigo, bem como os dados
individuais dos exames e testes e de prontuario, que serdo do conhecimento somente dos

pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta forma, a identidade do menor serd mantida em



segredo e nenhum outro grupo tera acesso as informagdes coletadas, tais como seguradoras,
empregadores ou superiores, de acordo com a resolugcdo CNS 340/2004, item V.1.e.

A sua anuéncia sobre a participacdo do menor no estudo implica na permissao para a retirada
de 5 mL de sangue, quantidade igual a uma colher de sopa cheia, para que possamos realizar
as dosagens e o estudo do DNA. Também queremos que vocé concorde ou ndo que as
amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde que
estes estudos adicionais sejam analisados por um Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos e sigam os aspectos éticos determinados nas resolucdes 196/96 e 347/05 do
Conselho Nacional de Saude, além de contribuir para conhecimentos novos relacionados a
doenca.

Comunicamos que o0 sangue sera colhido do braco e podera acarretar em riscos e
desconfortos, como formacdo de hematomas, sangramento e dor. Entretanto, a coleta de
sangue sera realizada por pessoal habilitado e especializado, com experiéncia na coleta de
sangue em criangas, visando diminuir estes riscos. A realizagdo de coletas adicionais
dependerd do médico e estara relacionada, simplesmente, ao acompanhamento clinico do
menor e a sua avaliacdo periodica.

A participagdo do menor no estudo trard o beneficio imediato relacionado a dosagens
bioguimicas e hematoldgicas, que serdo disponibilizadas no prontuario médico. Além disso,
podera trazer beneficios futuros no que se refere a identificacdo de marcadores que possam
acrescentar informacdes referentes a PHHF e a doenca falciforme, obtendo dados que poderao
ser utilizados futuramente no acompanhamento de pacientes com a doenca e na implantacédo
de politicas de saude.

Caso consinta com a participacdo do menor no estudo e diante da sua concordancia, vocé
deveréa assinar uma copia do presente termo.

Vocé teve todas as explicacbes sobre o projeto e recebera uma coOpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido.

Esse estudo sera desenvolvido na FIOCRUZ e HEMOBA, Institui¢des publicas brasileiras
Assinatura do responsavel Data [/ [
RG:

Nome do responsavel (letra de forma)




Endereco

Testemunha 1
RG
Testemunha 2
RG

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores

esclarecimentos:

Dr2 Marilda de Souza Goncalves - Coordenadora do projeto - Laboratério de Patologia e
Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ.  Fone (71) 3176-
2226.

Nadja de Jesus Gongalves dos Santos - Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. Fone (71) 3176-2265.

Marcelo Ramos- Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos- Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz- FIOCRUZ-BA. Fone (71) 3176-2285.



ANEXO I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

PARA MAIORES DE 18 ANOS

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo chamado: “Avaliagdo de marcadores
associados a sintes de hemoglobina fetal em individuos com anemia falciforme e persisténcia
hereditaria de hemoglobina fetal”, que seré realizado no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
— FIOCRUZ-BA.

A sua participacdo é totalmente voluntaria e a sua permissao para participar do estudo pode
ser retirada a qualquer momento, ndo resultando em punigdes.

O objetivo deste trabalho é investigar o conteudo genético de individuos com anemia
falciforme, doenca genética decorrente da presenca de uma hemoglobina anormal,
denominada de S, que possuem concentracdo elevada de hemoglobina fetal e de individuos
com perfil sugestivo de PHHF, uma alteracdo onde a hemoglobina fetal, que possui uma
maior quantidade na vida uterina, continua a ser produzida, sendo considerada como um fator
que diminui a sintomatologia clinica apresentada por individuos com alteracdes herdadas na
hemoglobina, que é um constituinte do sangue responsavel pela distribuicdo do oxigénio no
nosso organismo. Também serdo realizadas analises bioquimicas e hematoldgicas, visando
identificar marcadores de prognostico, principalmente quando encontrada juntamente com a
anemia falciforme. Tendo em vista 0os motivos apresentados, estamos convidando-o a a
participar na presente pesquisa.

Os registros da sua participacdo no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do
conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o acompanha. As
amostras coletadas serdo identificadas por codigo, bem como os dados individuais dos
exames e testes e de prontuario, que serdo do conhecimento somente dos pesquisadores
envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua identidade sera mantida em segredo e nenhum
outro grupo tera acesso as informacdes coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou
superiores, de acordo com a resolugdo CNS 340/2004, item V.1.e.

A sua anuéncia sobre a participacdo no estudo implica na permissdo para a retirada de 5 mL
de sangue, quantidade igual a uma colher de sopa cheia, para que possamos realizar as

dosagens e o estudo do DNA. Também queremos que vocé concorde ou ndo que as amostras



colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde que estes
estudos adicionais sejam analisados por um Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
e sigam os aspectos éticos determinados nas resolucdes 196/96 e 347/05 do Conselho
Nacional de Saude, além de contribuir para conhecimentos novos relacionados a doenca.
Comunicamos que o sangue sera colhido do braco e poderd acarretar em riscos e
desconfortos, como formacdo de hematomas, sangramento e dor. Entretanto, a coleta de
sangue sera realizada por pessoal habilitado e especializado, com experiéncia na coleta de
sangue em crianc¢as, visando diminuir estes riscos. A realizacdo de coletas adicionais
dependera do seu médico e estara relacionada, simplesmente, ao seu acompanhamento clinico
e a sua avaliagdo periddica.
A sua participacdo no estudo trara o beneficio imediato relacionado a dosagens bioquimicas e
hematoldgicas, que serdo disponibilizadas no prontuario médico. Além disso, podera trazer
beneficios futuros no que se refere a identificagdo de marcadores que possam acrescentar
informacdes referentes a PHHF e a aenmia falciforme, obtendo dados que poderdo ser
utilizados futuramente no acompanhamento de pacientes com a doenca e na implantacdo de
politicas de saude.
Caso consinta participar do estudo e diante da sua concordancia, vocé devera assinar uma
cbpia do presente termo.
Vocé teve todas as explicacdes sobre o projeto e receberd uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido.
Esse estudo sera desenvolvido na FIOCRUZ e HEMOBA, Instituicdes publicas brasileiras
Assinatura Data
1

RG:

Nome (letra de forma)

Endereco

Testemunha 1
RG
Testemunha 2
RG




Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores

esclarecimentos:

Dr2 Marilda de Souza Goncgalves - Coordenadora do projeto - Laboratério de Patologia e
Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ.  Fone (71) 3176-
2226.

Nadja de Jesus Gongalves dos Santos - Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. Fone (71) 3176-2265.

Marcelo Ramos- Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos- Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz- FIOCRUZ-BA. Fone (71) 3176-2285.



ANEXO 11



ANEXO IV

sils e
| Avaliacao de marcadores associados a sintes de hemoglobina fetal em individuos M

‘{;_%@,T?b: com anemia falciforme e persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal
UFBA Questionario Epidemioldgico FIOCRUZ
Nome: {NOME} Sigla: {sig} Telefone: ()
Endereco:
Registro: {REG} N° Pront. HEMOBA: {PRON} Data de Nasc.: /
Idade: {1} Género: {GENER} () Masculino [0] ( ) Feminino [1]

01. Qual asua cor? {cor} () Brancal0] () Negra[1] () Pardal?] () Amarela[3] () Indigena[4]

02.  Vocé estuda? {EST} ( ) NAO[0] () SIM[1]
03.  Nivel de escolaridade: {NESC} () Alfabetiz.[0] () Ated4FM[1] () Ate8FM[2] () Ate3MD[3]
() Ténico [4] () Superior incompleto [5] () Superior completo [6]
04.  Namero de irmaos:{NIRM} () 0f[0] () 11]1] () 21[2] () 31[3] () 4ou+[4]
05. Familiares com DF? {FDFALC} () Nenhum[0] () Pai[l] () Mée[?] () Irméo [3]
06. Idade primeira menstruacdo: {IPM} () Nao menst.[0] () 09-11]1] () 12-141[2] () 15-17[3]
07. Jaengravidou? {ENGRA} ( ) NAOI[0] ( ) SIM[1]
08.  Estagravida? {GRA} ( ) NAO|[0] () SIM [1]
09. Usa anticoncepcional? {ANTICO} ( ) NAO|[0] () sSIM[1]
10.  Menstruacdo é regular? {MREG} ( ) NAO|[0] () SIM [1]
11.  Idade do 1° diagndstico de Doenga () <6mJ0] () 6m-4anos[1] () 5-9anos[2]
Falciforme: {ID} () 10-l4anos [3] () 15-17anos[4]  ( )>17anos[5]
12.  Eletroforesede Hb {EHB} () AA[0] ( ) SS[1] ( ) SC[2] () SB+[3] () SBo[4]
() SD[§]
13.  Haplotipo () Sen[0] () Car1] () Ben[2] () Cam[3] () Sau-Ara[4]
{HAPL} () Atip[5] () 1] () nrl () mpej
14. Talassemia {TAL} () Negativo[Q] () Hetero3.7[1] ( ) Homo 3.7[2]
() Hetero4.2[3] () Homo4.2[4]
15. Jaesteve internado? {INTER} ( ) NAOJ[0] () SIM [1]
Se SIM, quantas vezes? {QINTER} () 1]0] () 25]1] () 6-10[2] () 1lou+([3]
Qual especialidade? {ESPEC} ( ) Cardiologia[0] ( ) Oftalmologia [1] () Neurologia [2]
() Infectologia [3] () Pneumologia [4] () Cirurgia[5]
() Angiologia [6] () Nefrologia [7] () Clinicada Dor [8]
() Outras[9]
16.  Jateve pneumonia? {PNEU} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Se SIM, quantas vezes? {QPNEU} () 1[0] () 2-3[1] () 4-6[2] () 7Tou+]3]

Se SIM, teve febre? {FEBRE} ( ) NAOI[0] () SIM[1]



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Anormalidade no RX? {ARX} ( ) NAOI[0] () SIMI[1]

Quando internado, usou medicacdo? {MPNEU} () NAOI0] () SIMI[1]

Quiais?

{DESCMPNEU}

Teve ou tem esplenomegalia? {ESPLE} ( ) NAOJ0] () SIMI[1]

Em que periodo? {PERIOESPLE} ( )<6m[0]( )6m-lano[1] ( )2-3a[2]( )4-5a[3]( )>6al4]
Teve crise de sequiestro esplénico? {SEQESPLE} () NAO|[0] () SIMI1]

Se SIM, quantas vezes? {QSEQESPLE}
Faz uso profilatico de Penicilina? {PROP}
Se SIM, qual? {QPEN}

Se Sim, ha quanto tempo? {QTPEN}

NAO[0] SIM [1]

)
Penicilina V oral [0] ) Penicilina benzatina [1]
)
)

até 1 ano [0] + de 1 ano a3 anos [1]

~ A~~~

()

()

()

( ) +3anosabanos[2] +5anosa 7 anos [3]

() +de7anos[4]
Jateve AVC? {AVC} ( ) NAO|0] () SIM[1]
Se SIM, quantas vezes? {QAVC} () 1[0] () 2[1] () 3[2] () 4ou+]3]
Se SIM, sequelas do AVC? {SEQAVC} ( ) NAOI[0] () SIM[1]

J4 fez ressonéncia magnética? {RESSOMAG} ( ) NAO|[0] () SIMI1]

Alguma alteracdo? {ALTRESSOMAG} ( ) NAOJ0] () SIMI1]
Esplectomizado? {ESPLECTO} ( ) NAO[0] () SIMI1]
Esplenectomia: {TIPOESPLECTO} () Total [0] ( ) Parcial [1]
Apresenta asma? {ASMA} ( ) NAO[0] () SIMI1]
Se SIM, quantas crises nos Ultimos 06 meses? {QASMA} () O[0] () 1-3[1] () 4712 () 8out[3]
Faz uso regular de nebuliza¢cdo?{NEBU} ( ) [0]NAO () SIMI1]
Tem crises de dor? {CRISDOR} ( ) [0]NAO () SIM[1]
Se SIM, quantas crises nos Gltimos 06 meses? {QCRISDOR} () 0[0] () 1-3[1] () 4-7[2] () 8out[3]
Quando foi a Gltima crise? {ULTCRISDOR} () <lmés|[O0] () 13m[1] () 4mou+[2]
Usa medicacgéo para a dor? {MDOR} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Prescrita por um médico? {PRESMDOR} () NAO|[0] () SIM[1]
Assistido por especialista em dor? {ESPECDOR} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Faz tratamento com hidroxiuréia? {HIDROXI} () NAOI[0] () SIM[1]
Faz uso de alguma medica¢do? {MEDIC} ( ) NAO|[0] () SIM[1]
Se SIM, qual? {DESCMEDIC}
Com que freqiiéncia? {FREQMEDIC} () Diério [0] () Dias alternados[1] () Semanal[2]
() Quinzenal[3] ( ) Mensal [4] ( ) Bimestral[5] ( ) Semestral [6]
Vaso-Ocuséo: {VO} ( ) NAOJ[0] () SIM[1] Quantas vezes? {QVO}
Fez uso de alguma medicagdo? {MVO} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Retinopatia: {RETIN} ( ) NAO[1] () SIM[2]
Se SIM, fez uso de alguma medicacdo? {MRETIN} ( ) NAOJ0] () SIM[1]
Faz consultas periddicas com oftalmo? {CONSOFTAL} ( ) NAOJ0] () SIM[1]

Infeccdes: {INFEC} ( ) NAO[0] () SIM[1]



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

Quais? {DESCINFEC} () Rinite [0] () Sinusite [1] () Otite[2]

( ) Faringite [3] () Amigdalite [4] () Outros [5]
Fez uso de alguma medicacdo? {MINFEC} () SIM[0] () NAO [1]
Priapismo: {PRIAP} ( ) NAOJ0] () SIM[1]
N° de vezes: {QPRIAP} () Ate4[0] () 05-09[1] () 10o0u+[2]
Fez uso de alguma medicacdo? {MPRIAP} ( ) NAOJ[0] () SIMI1]
Ulcera maleolar: ( ) NAOI0] () SIM[1]  Quantas vezes? {QULCMALEQ}
{ULCMALEO}
Idade da primeira Ulcera: {IDULC} () Até4danos][0] () 5-9[1] () 10o0u+[2]
Tratou a Ulcera? {TRATULC} () NAO [0] () SIM [1]
Qual tratamento? {QUALTRAT}
Sindrome toraxica aguda: {SDTOR} () NAOI[0] () SIM [1]
Quantas vezes? {QSDTOR} () Até 2 [0] () 03-05 [1] () O6ou+]2]
AlteragBes 6sseas: {ALTOSSEA} ( ) NAOI(] () SIM[1]
Quais? {DESCALTOSSEA}
Insuficiéncia Renal Aguda: {INSRENAG} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Quantas vezes? {QINSRENAG} () Ate2][0] () 03-05[1] () 06ou+[2]
Insuficiéncia Renal Crénica: {INSRENCRO} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Idade diagnostico: {IDINSRENCRO} ( ) Até5anos[0] () 06-11]1] () 12o0u+[2]
Alteragdes cardiacas: {INSCARD} ( ) NAOI0] () SIM[1] () Nunca foi [2]
Qual alteracdo? {QUALALTCA}
Idade diagnéstico: {IDINSCARD} () Até5anos[0] () 06-1111] () 120u+[2]
Fez eletrocardiograma? {ELETRO} ( ) NAO[0] () SIM[]
Fez ecocardiograma? {ECOCARD} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Seqiestro hepatico: {SEQHEP} ( ) NAOI0] () SIMJ[1] Quantas vezes? {QSEQHEP}
Insuficiéncia respiratéria: {INSRESP} ( ) NAOJ0] () SIMJ[1] Quantas vezes? {QINSRESP}
Disturbio do sono? {DISTSONO} ( ) NAOI0] () SIMI1]
Litfase biliar: {LITIBILI} ( ) NAOI0] () SIM[1] Quantas vezes? {QLITIBILI} -
Cirurgia: {CIRURG} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Quais?

{QUALCIRURG}

Se SIM, fez uso de profilaxia antibiética? {PROFANTIB} () NAOI[0] () SIMI[1]
Completou o calendario vacinal? {CALVAC} () NAOI0] () SIM[1]
Fez uso das seguintes vacinas? {USOVAC} () 7valente[0] () 23valente [1]

( ) Meningo [2] ( ) Haemophilus [3]
Faz uso de hemoderivados? {HEMODER} () NAOI0] () SIM[1]
Se SIM, quantas vezes ao ano? {QHEMODER}
Possui outra patologia? {PATOLOG} ( ) NAOI[0] () SIM [1]

Quais? {DESCPATOLOG} () Hipertensdo [0] () Diabetes[1] () Obesidade [2] () Outras[3]

Vocé trabalha? {TRAB} ( ) NAOI[0] () SIM[1]



44,
45,

46.

47.

48.

50.

Tipo de profissdo: {QTRAB}

Se SIM, manipula alguma substancia quimica? {SUBQUIM}
Qual? {QSUBQUIM}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE}
Pratica esportes? {ESPOR}

Faz uso de bebida alcodlica? {BEBE}

Se SIM, que frequéncia? {FREQBEBE}

(

)

NAO [0]

(

Freqiéncia ? {FREQSUBQUI}

Vocé fuma? {FUMA} ( ) NAOJ0]
Se SIM, que frequéncia? {FREQFUMA}

Faz uso de alguma droga? {DROGA}
Em caso de SIM, que frequéncia? {FREQDROGA}

Nome do pai:

( ) NAOJ0]
( ) NAO|[0]
() NAO|[0]
() SIM[1]

( ) NAO|[0]

(
(
(

SIM [1]

SIM [1]
SIM [1]
SIM [1]

SIM [1]

Nome da mae:

Nome irmé&(o):

Local de atendimento:




