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RESUMO
A Anemia Falciforme (AF) ¢ uma doenga monogénica causada por uma mutagdo pontual no
gene da f-globina que resulta na produgdo de uma hemoglobina S (HbS) anormal em
homozigose. A AF ¢ caracterizada por um processo inflamatdrio cronico, pelo aumento do
estresse oxidativo e pelo turnover aumentado de células na medula 6ssea, os quais, juntamente
com a hipdxia, tém sido associados a instabilidade genética e funcionam como um fator de risco
para o desenvolvimento de alteragdes genéticas. Essa instabilidade pode surgir a partir de uma
resisténcia a apoptose mediada por hipdxia e/ou através do comprometimento dos mecanismos
de reparo do DNA, levando ao aumento das taxas de mutagénese. Deste modo, duas proteinas
quinases a ataxia telangiectasia mutada (ATM) e a ataxia telangiectasia Rad3 relacionada (ATR)
exercem um importante papel, uma vez que, participam do mecanismo de reparo do dano de
dupla fita do DNA. O principal agente farmacolédgico utilizado na AF ¢ a Hidroxiuréia (HU)
que aumenta a concentracao de hemoglobina fetal (HbF), um modulador clinico da doenga. Um
importante gene associado a expressao de HbF é o gene BCL1I1A cujos polimorfismos estao
associados a variagdes nas concentragoes de HbF, podendo minimizar os eventos clinicos
associados a doenca. Nesse contexto, o estudo teve como objetivo avaliar os polimorfismos dos
gene BCLI14 e dos genes de reparo de fita dupla (ATM e ATR), associando-os a dados
laboratoriais e clinicos de pacientes com AF. Trata-se de um estudo transversal, analitico,
com 125 pacientes com diagnoéstico clinico e molecular de AF, com e sem uso de HU e em
estado basal. As andlises estatisticas foram realizadas através do sofiware SPSS versdo 20 e
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. A média de idade foi 33
anos, sendo a maioria do sexo feminino. Quanto ao efeito da HU, o volume corpuscular médio
(VCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM) foram maiores (p<0,001) nos pacientes sem
uso de HU, enquanto que a leucometria e os neutrofilos apresentaram-se inferiores (p=0,029) e
houve uma associagdo com a ulcera de membros inferiores (MMI). Na analise do polimorfismo
do gene BCLIIA, a 157557939, observou-se uma diminui¢do da HbF (p=0,0038), VCM
(»<0,001) e HCM (p=0,030) nos pacientes com genotipo A/A. A anélise de covariancia revelou
uma associagdo entre a HbF, o VCM e o HCM e o tratamento com HU (p<0,05). A andlise
univariada demonstrou uma associagdo com a presenga de ulcera de MMI e a andlise de
regressao nominal multivariada mostrou que pacientes com o genotipo A/G apresentavam
menor chance apresentarem ulcera (p=0,037) e que o gendtipo A/A se correlacionou com o
aumento da chance de desenvolverem crises algicas (p<0,001). Na anélise da rs4671393,
verificou-se que os pacientes com o gendtipo A/A apresentaram maior nimero de leucocitos

(»=0,019) e plaquetas (p=0,027). A andlise na rs1186868 nao demonstrou influéncia sobre os



parametros analisados. Quanto as analises dos polimorfismos dos genes de reparo do DNA, o
polimorfismo genético 1s228593 do gene ATM revelou uma diminui¢do dos niveis de HbS
(»=0,023) e do nimero de plaquetas (p=0,018) nos pacientes que apresentaram o genotipo G/A
e A/A. Em contraste, foi encontrada um aumento a HbF (p=0,010) nesses mesmo pacientes. A
analise do polimorfismo rs229032 do gene ATR ndo apresentou nenhuma associagdo com 0s
parametros laboratoriais e clinicos. Desta forma, podemos concluir que tanto o polimorfismo
do gene BCLIIA quanto o polimorfismo do gene ATM apresentaram influencia como

moduladores clinicos e laboratoriais na AF.

Palavras-chaves: Anemia falciforme. Gene BCL11A. Gene ATM. Gene ATR. Polimorfismo.



ABSTRACT
Sickle cell anemia is a monogenic disease caused by a point mutation in the B-globin gene that
results in the production of an abnormal hemoglobin S (HbS) in homozygous. PA is
characterized by a chronic inflammatory process, increased oxidative stress, and increased cell
turnover in the bone marrow, which together with hypoxia have been associated with genetic
instability and function as a risk factor for the development of genetic alterations. This
instability may arise from a resistance to hypoxia-mediated apoptosis and / or compromised
DNA repair mechanisms, leading to increased mutagenesis rates. Thus, two protein kinases the
mutated telangiectasia ataxia (TMJ) and related ataxia telangiectasia Rad3 (ATR) play an
important role, since they participate in the mechanism of repair of double-stranded DNA
damage. The main pharmacological agent used in AF is Hydroxyurea (HU), which increases
the concentration of fetal hemoglobin (HbF), a clinical modulator of the disease. An important
gene associated with HbF expression is the BCL11A gene whose polymorphisms are associated
with variations in HbF concentrations, which may minimize clinical events associated with the
disease. In this context, the study aimed to evaluate the polymorphisms of BCL11A gene and
double-tape repair genes (ATM and ATR), associating them with laboratory and clinical data of
patients with FA. This is a cross-sectional, analytical study with 125 patients with clinical and
molecular diagnosis of AF, with and without HU and baseline. Statistical analyzes were
performed using software SPSS version 20 and values of p <0.05 were considered statistically
significant. The mean age was 33 years, the majority being female. The mean corpuscular
volume (CVM) and mean corpuscular hemoglobin (HCM) were higher (p <0.001) in patients
without HU, whereas leukometry and neutrophils were lower (p = 0.029) and there was an
association with lower limb ulcer (MMI). In the analysis of BCL11A polymorphism, rs7557939,
there was a decrease in HbF (p = 0.0038), VCM (p <0.001) and HCM (p = 0.030) in patients
with A/ A genotype. Covariance analysis revealed an association between HbF, VCM and HCM,
and HU treatment (p <0.05). The univariate analysis showed an association with the presence
of MMI ulcer and the multivariate nominal regression analysis showed that patients with the A
/ G genotype were less likely to present an ulcer (p = 0.037) and that the A / A genotype
correlated with the increase the chance of developing painful seizures (p <0.001). In the analysis
of rs4671393, it was verified that the patients with the A / A genotype showed a higher number
of leukocytes (p = 0.019) and platelets (p = 0.027). The analysis on rs1186868 showed no
influence on the analyzed parameters. Regarding analyzes of DNA repair gene polymorphisms,
the rs228593 gene polymorphism of the ATM gene revealed a decrease in the levels of HbS (p
=0.023) and platelet count (p = 0.018) in patients who presented the G / A genotype and A/ A.



In contrast, an increase in HbF (p = 0.010) was found in these same patients. The analysis of
r$229032 polymorphism of the ATR gene showed no association with laboratory and clinical
parameters. Thus, we can conclude that both the BCL11A gene polymorphism and the ATM

gene polymorphism had influence as clinical and laboratory modulators in FA.

Keywords: Sickle cell anemia. Gene BCL11A. Gene ATM. Gene ATR. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO
1.1 Anemia Falciforme

A Anemia falciforme (AF) € uma doenca hematoldgica genética, caracterizada pela
presenca da hemoglobina S (HbS) em homozigose. A formacdo da HbS decorre de uma
mutacdo pontual no cromossomo 11, posicdo 6 da extremidade N-terminal da cadeia  da
globina. Nessa mutagdo ocorre uma modifica¢do na sequéncia do codon GAG para GTG, sendo
traduzido o aminoacido acido glutamico no lugar da valina (SOUZA et al, 2016).

Essa pequena modificacdo estrutural é responsavel por profundas alteragcdes nas
propriedades fisico-quimicas da molécula de hemoglobina no estado desoxigenado, pois forma-
se um numero consideravel de moléculas agregadas que geram longos polimeros, alterando a
morfologia do eritrocito para a forma de “foice”, dai o nome falciforme. (STUART; NAGEL,
2004; ZAGO; PINTO, 2007; MANFREDINI et al, 2013).

Os primeiros registros desta doenga foram descritos por Herrick em 1910 em um
rapaz proveniente de Granada (HERRICK, 2001), entretanto, acredita-se que a mutagao surgiu
em pelo menos trés ocasides independentes no continente africano, referidas como haplétipos
de B-globina e nomeadas apods as areas em que foram descritas pela primeira vez: Benin,
Senegal e Republica Centro-Africana ou Bantu. A origem da HbS no Brasil se deve
principalmente aos individuos das regies da Africa Ocidental e do Sul-Central que migraram
em decorréncia da guerra e do comércio de escravos, para 0 nosso pais, dando inicio a uma
populacdo com diferentes origens étnicas e com diversificados graus de miscigenacao
(OKUMURA, LOBO, BONINI-DOMINGOS, 2013; SERJEANT, 2013; MANFREDINI et al.,
2013).

1.2 Epidemiologia

No Brasil, estima-se que 25 mil a 50 mil pessoas tenham a doenca (HbSS) e que
4% da populacdo brasileira possua o traco falciforme (heterozigotos) (SAUDE,2011). Em 2016,
foram diagnosticados 1.071 casos novos da doenga atraves do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (SAUDE, 2012). A AF apresenta maior prevaléncia nas Regides Norte e Nordeste,
sendo que a maior parte dos pacientes estdo na Bahia, devido ao alto nimero de

afrodescendentes, com um caso a cada 500 nascimentos (SAUDE, 2011).
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1.3 Fisiopatologia
1.3.1 Mecanismos gerais da doenca

A HDS é produzida a partir de uma mutacéo no décimo sétimo nucleotideo do gene
S-globina, essa mutacdo consiste na substituicdo de uma timina por uma adenina, que resulta
na troca de um acido glutdmico por uma valina na sexta posi¢do da cadeia f da hemoglobina
(BUNN, 1997). Uma vez desoxigenada, a HbS é capaz de interagir, através de interagdes
hidrofobicas, com outras moléculas de hemoglobina, promovendo, assim, a formacdo de
nucleos de polimeros que posteriormente crescem dentro do eritrocito (polimerizacdo da HbS),
resultando na perda de sua arquitetura e flexibilidade (BUNN, 1997). Os eritrdcitos contendo
HbS polimerizada adquirem uma forma alongada semelhante a uma “foice” a qual € ilustrada
na Figura 1. Esse processo é reversivel quando os eritrocitos sao reoxigenados, restaurando sua
forma normal através da quebra dos polimeros de HbS (WARE et al., 2017).

Trés fatores exercem influéncia sobre a taxa e a extensdo da polimerizacgdo da HbS
na circulacéo, sdo eles: o grau de desoxigenacdo celular, a concentracdo de HbS intracelular e
a presenca ou auséncia de hemoglobina fetal (HbF), a qual é capaz de inibir o processo de
polimerizacdo em parte devido aos seus residuos de glutamina que previnem o contato lateral
critico na dupla fita das fibras de HbS e em parte devido a reducéo efetiva da concentracao de
HbS no eritrocito (BUNN, 1997; NAGEL et al., 1979; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
O processo de polimerizacdo da HbS €é o evento fisiopatolégico primario, sendo

considerado o principal determinante da gravidade da doenca (NOGUCHI; SCHECHTER;
1981; BRITTENHAM; SCHECHTER; NOGUCHI, 1985). Como resultado do processo
continuo e ciclico de falcizacdo decorrente da formacdo e degradacdo do polimero de HbS,
ocorre dano na membrana o que promove a desidratacdo, um fendmeno que torna os eritrocitos
mais densos, rigidos e muitas vezes com morfologia irreversivelmente alterada, mantendo seu
formato de “foice” mesmo na presenca de quantidades adequadas de oxigénio (BRUGNARA,
1995; BUNN, 1997; KATO et al., 2018).

Por serem mais rigidas, essas células sdo mais susceptiveis a hemolise intravascular
e capazes de obstruir pequenos vasos da circulagdo, resultando em comprometimento da oferta
de oxigénio e consequente hipdxia tecidual (WARE et al., 2017; KATO et al., 2018). Essa
desidratacdo acelerada in vivo é a consequéncia fisiopatologica mais relevante da lesédo da
membrana nos eritrocitos SS e, como citado acima, pode contribuir para os aspectos hemoliticos
e vaso-oclusivos da doenca, que sdo os dois maiores processos fisiopatoldgicos responsaveis
pelas manifestac@es clinicas (BUNN, 1997; REES, WILLIAMS, GLADWIN, 2010).
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Figura 1 — Processo de polimerizagcdo da hemoglobina S e formacéo dos eritrocitos em foice.
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Fonte: Adaptado de Bunn (1997). Legenda: A figura mostra eritrocitos atravessando a
microcirculagdo e liberando o oxigénio a partir da oxihemoglobina (circulos vermelhos), gerando, assim, a
desoxihemoglobina (circulos roxos). Na forma de circulo plano, o tetrimero formado por azp5; (hemoglobina S) é
mostrado no diagrama a esquerda. Apos a desoxigenagdo da hemoglobina S, ocorre uma interagdo entre os
tretametros azBS; (roxo escuro) e os tretameros de outras moléculas de hemoglobina (roxo claro), induzindo, assim,
a formagdo de polimeros e, consequentemente, alterando a conformagéo dos eritrocitos. Estes sdo mostrados no
diagrama a direita da figura juntamente com uma micrografia eletronica de varredura de uma célula
reversivelmente falciforme na porcdo inferior. O diagrama do meio mostra uma representacdo das fibras de
hemoglobina S e, na por¢do inferior, uma micrografia eletronica de alta resolugéo das fibras.

Além dessas alteracdes provocadas pela polimerizacdo da HbS que resultam nos
eventos hemoliticos e vaso-oclusivos, outras anormalidades a nivel celular contribuem para o

mecanismo fisiopatoldgico da doenca (KATO et al., 2018).
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1.3.2 Estresse Oxidativo

A hemolise é tanto causa como o efeito do estresse oxidativo (KATO et al., 2018).
Elevados niveis de estresse oxidativo, iniciado pelo processo de auto-oxidacdo da HbS e que
culmina na producéo de espécie reativas de oxigénio (EROs), podem interferir com o equilibrio
redox no interior dos eritrdcitos falciformes, exacerbando a auto-oxidacéo da HbS, induzindo
a instabilidade da membrana celular, provocando o envelhecimento prematuro dos eritrocitos e
acelerando a hemolise intravascular (ALAYASH, 2018). O estresse oxidativo também pode: 1)
oxidar proteinas de membrana revelando antigenos que se ligam a anticorpos existentes; 2)
alterar o padrdo assimétrico de fosfolipidios da bicamada lipidica dos eritrocitos, expondo
fosfatidilserina na sua superficie (KUYPERS, 2007; KATO et al., 2018). Ambas as alteracdes
sdo reconhecidas pelos macrofagos e sinalizam para a eliminacdo desses eritrocitos por
fagocitose, uma via de hemolise extravascular (KUYPERS, 2007; KATO et al., 2018).

O processo de auto-oxidacdo da hemoglobina acontece durante a reoxigenacao dos
eritrécitos SS, periodo no qual ha maior producdo de radicais livres (CHIRICO; PIALOUX,
2012). Nessa fase, 0 contato do oxigénio com o heme leva a sua auto-oxidacdo culminando na
formacdo de metahemoglobina (metHb) e na geracdo concomitante de EROs via ions
superoxido (O2™) e peroxido de hidrogénio (H202) (CHIRICO; PIALOUX, 2012; ALAYASH,
2018). O H20-, quando exposto a metHb, decompde a hemoglobina e libera ferro, o qual pode
reagir com o H>O> remanescente para produzir o radical hidroxila (OH), o mais reativo e
prejudicial das espécies reativas (CHIRICO; PIALOUX, 2012; ALAYASH, 2018). Embora a
HbA (hemoglobina A) e a HbS possam sofrer auto-oxidacao, esta é cerca de 1,7 vezes mais
rapida na HbS do que na HbA (CHIRICO; PIALOUX, 2012; ALAYASH, 2018).

Ademais, ao contrario da HbA, que pode conter essa reacdo formando subprodutos
inofensivos, a HbS pode tornar-se sobrecarregada pela fonte continua de superdxido e, por meio
de sua desmutilacdo, 0 H2O, (CHIRICO; PIALOUX, 2012; ALAYASH, 2018). Como resultado
final, as células falciformes acabam gerando cerca de duas vezes mais quantidades de
superdxido, H-O2 e "OH do que a HbA (CHIRICO; PIALOUX, 2012; ALAYASH, 2018).
Outros mecanismos de produgdo de EROs também tém sido sugeridos, tais como: aumento da
expressdo de oxidases (xantina desidrogenase, xantina oxidase e NADPH oxidase), heme e Hb
extracelular e o processo recorrente de isquemia-reperfusdo nos tecidos (WOOD; GRANGER,
2007; ASLAN; FREEMAN, 2007).

Além do aumento dos oxidantes, o estresse oxidativo é caracterizado, tambem,

por um esgotamento das defesas antioxidantes, tais como: superéxido dismutase,
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peroxirredoxina 2, peroxirredoxina 4 e glutationa reduzida endégena, os quais provavelmente

atuam como um fator adicional que contribui para a hemolise (KATO et al., 2018).

1.3.3 Liberacéo de heme e hemoglobina no plasma

AHb e 0 heme liberados na circula¢do, como resultado da hemolise, também podem
sofre auto-oxidacdo, levando a producdo de ions superdxido (O27) e perdxido de hidrogénio
(H202) (KATO et al., 2018). O ferro contido nessas substancias esta disponivel para reagir com
essas EROs (reacao de Fenton) produzindo o radical ‘OH. Desta forma, a Hb e o heme liberados
na circulagdo funcionam como uma fonte de estresse oxidativo, o qual podem causar danos em
lipidios, proteinas e DNA (BEERS; WIJK, 2018). Por ser lipossolivel, o heme livre no plasma
pode, ainda, entrar em compartimentos celulares e causar danos teciduais (BEERS; WIJK,
2018).

Outro efeito toxico associado a essas substancias, é a capacidade de causar hemolise.
A hemina, um produto da oxidagdo do heme formada pelo complexo de protoporfirina mais
ferro no estado férrico (Fe*®), prejudica a capacidade da membrana eritrocitaria de manter o
gradiente idnico, levando a perda de potassio e consequente tumefacdo decorrente da entrada
de &gua, a qual ocorre devido ao gradiente osmotico criado pela Hb e outras moléculas contidas
no interior dos eritrocitos, induzindo, assim, a hemdlise por um mecanismo coloidosmético
(CHOU; FITCH, 1981).

A Hb livre no plasma também é capaz de depletar o 6xido nitrico (NO), um potente
vasodilatador (KATO et al., 2018). A reacdo da desoxi-HbS e da oxi-HbS com NO leva a uma
diminuicdo da sua biodisponibilidade através de sua participacdo em diferentes reacdes com a
molécula de Hb (CHIRICO; PIALOUX, 2012). A ligacdo do NO com a desoxi-Hb leva a
formacao de um complexo estavel de Fe*?Hb-NO, o qual pode reagir prontamente nas reacoes
de Fenton e gerar EROs. Em contrapartida, a ligacdo do NO com a oxi-Hb leva a formacdo de
metHb e nitrato (NO®) (CHIRICO; PIALOUX, 2012). Dessa forma, essas reagdes levam a uma
reducdo na biodisponibilidade do NO provocando disfungédo vascular, vasoconstri¢do, ativacao
de células endoteliais e de plaquetas (KATO et al., 2018).

Com citado acima, a Hb e 0 heme liberados na circulagéo séo capazes de interagir
com o endotélio vascular, causando danos e, consequentemente, leséo inflamatdria nas células
endoteliais (WAGENER et al., 2001). O heme livre no plasma ainda provoca, através da
geragdo de EROs, a expressdo de moléculas de adeséo intracelular 1 (ICAM1), moléculas de
adesdo vascular 1 (VCAM1) e E-selectina sobre as células endoteliais, resultando na ligacéo de

células sanguineas ao endotélio vascular, o qual é uma das hallmarks da inflamagéo
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(WAGENER, 2001; KUMAR; BANDYOPADHYAY, 2005; BELCHER et al., 2010). Dessa
forma, os processos hemoliticos, com consequente liberacdo de Hb e heme, podem contribuir
para eventos vaso-oclusivos da doenca através da inducdo de moléculas de adesdo e adesédo de
células sanguineas ao endotélio (WAGENER et al., 2001). A hemina também é uma substancia
pro-inflamatoria capaz de ativar a explosdo oxidativa causando quimiotaxia de neutrofilos
através da estimulacao da producéo de IL-8 (GRACA-SOUZA et al., 2002).

1.3.4 Deplecéo de NO e arginase-1

O NO ¢ o principal fator de relaxamento derivado do endotélio na fisiologia normal
e exerce um papel central na homeostase vascular pela manutencdo do tonus vasomotor basal,
limitando a agregacdo plaquetéria, a lesdo de isquemia-reperfusdo, modulando a proliferagdo
endotelial e regulando a adesdo e o fluxo sanguineo (REITER; GLADWIN, 2003; CHIRICO;
PIALOUX, 2012).

Nos pacientes com doenca falciforme tem sido relato uma diminuicdo da
biodisponibilidade do NO tanto pela diminuicdo da producdo como pelo aumento do seu
consumo (CHIRICO; PIALOUX, 2012). A deplecdo de NO ocorre através de trés vias, sao elas:
1) via aumento de radical superdxido, 2) produtos da hemolise (heme livre, arginase e ADMA)
e 3) através do desacoplamento da Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) (CHIRICO;
PIALOUX, 2012).

A primeira via resulta na formacdo de um produto que € mais danoso do que 0s
componentes que lhes deram origem. Nessa reacdo, 0 O2" € 0 NO reagem formando o
peroxinitrito (ONOO"), um composto altamente reagente e com potente acdo oxidante
(CHIRICO; PIALOUX, 2012). O ONOO" também pode formar, através de sua decomposi¢cdo
em pH fisioldgico, o radical ‘OH e o didxido de nitrogénio (NO3), outros dois potentes agentes
oxidantes (BECKMAN et al., 1994; CHIRICO; PIALOUX, 2012). Essas reacOes sdo
duplamente prejudiciais, uma vez que, diminuem a biodisponibilidade de NO, o qual exerce
efeito protetor sobre a endotelio vascular, e contribuem para a formacéo de EROs, 0s quais sdo
potencialmente danosos (REITER; GLADWIN, 2003; CHIRICO; PIALOUX, 2012).

Parte do mecanismo da segunda via de deplecdo do NO est4 associado com a reacao
do NO com as moléculas de Hb liberadas na circulagdo durante a hemolise. O NO também pode
ser depletado a partir da competicdo entre a NOS e a arginase-1 pela L-arginina, o substrato
necessario para a producdo de NO pela NOS. Como resultado da hemdlise, a arginase-1 é
liberada no meio extracelular convertendo a L-arginina em ornitina, que contribui para a sintese

de poliaminas, promove a proliferacdo celular, potencialmente de células vasculares,
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provavelmente promovendo o remodelamento vascular (CHIRICO; PIALOUX, 2012; KATO
et al.,, 2018). Ainda durante a hemolise, ocorre liberacdo de dimetilarginina assimétrica
(ADMA), um inibidor endégeno da NOS o qual ¢ abundamte nos eritrocitos. A agdo combinada
da arginase-1 ¢ do ADMA pode contribuir para deple¢ao de NO por desacoplamento da NOS,
a terceira via de deple¢ao do NO (KATO et al., 2018).

A terceira via de deplecdo do NO esta associada ao desacoplamento da eNOS
(CHIRICO; PIALOUX, 2012). Essa enzima é formada por dois dominios, um redutase e outro
oxigenase, sendo este ultimo responsavel pela producdo do NO (CHIRICO; PIALOUX, 2012).
Em condi¢cbes normais, o dominio oxigenase da eNOS recebe elétrons a partir da
tetrahidrobiopterina (BH4) e os transfere para a L-arginina, iniciando, dessa forma, o processo
de oxidacdo da L-arginina que culmina na producdo de NO e L-citrulina. No entanto, quando
hd uma deficiéncia de BH4, por exemplo, pela sua inativacdo pelo ONOO™ o qual esta
aumentado na doenga falciforme ou quando h& deficiéncia de L-arginina provocada pelo
aumento do consumo devido a liberacdo de arginase-1 liberada durante a hemolise, a
transferéncia de elétrons para a L-arginina é interrompida levando ao desacoplamento da eNOS
com consequente producdo de superéxido (EROs) em vez de NO (VASQUEZ-VIVAR et al.,
1998; CHIRICO; PIALOUX, 2012; KATO et al., 2018).

1.3.5 Interagdo das células sanguineas com o endotélio vascular e injuria de isquemia e
reperfusdo

A interacdo das células sanguineas com o endotélio vascular decorre da
contribuicdo de diferentes fatores, tais como: a biodisponibilidade diminuida do NO, a hemodlise,
as EROs e a inflamacéo (CHIRICO; PIALOUX, 2012). Esses fatores contribuem, direta ou
indiretamente, para 0 aumento da expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1, E-
selectina e P-selectina), os quais aumentam a adesdo dos eritrdcitos falciformes e dos leucocitos
as células endoteliais (WAGENER, 2001; KUMAR; BANDYOPADHYAY, 2005; CHIRICO;
PIALOUX, 2012). A hemolise e os leucocitos ativados, particularmente os neutrofilos, séo
fontes de EROs (GRACA-SOUZA et al., 2002; KATO et al., 2018). Também tem sido
mencionado uma diminuicdo das defesas antioxidantes nos pacientes com doenca falciforme o
que contribui para exacerbar o estresse oxidativo (KATO et al., 2018). O excesso de EROs
provocado por esses fatores pode, entéo, ativar fatores de transcricbes como NF-kB e AP-1 que
promovem a expressdo de moléculas de adesdo e consequente ligacdo dos eritrocitos e
leucocitos ao endotélio, podendo levar a oclusdo vascular e isquemia tecidual (BELCHER et

al., 2010). Como citado, 0 NO também esta associado a interacéo das células sanguineas com
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o0 endotélio vascular. Este parece exercer seus efeitos através da inibigdo do fator de transcricdo
NF-kB que é necessario para a expressdo de moléculas de adesdo (SPIECKER; PENG; LIAO,
1997; SPIECKER, 1998).

A interacdo das células sanguineas com o endotélio leva a oclusdo vascular e,
consequentemente, a isquemia tecidual, desencadeando a perda de ATP que, depois de
metabolizado, resulta na sua conversao em hipoxantina e xantina que, por sua vez, se acumulam
nos tecidos. Esse evento € seguido pelo acimulo de célcio citosolico, disfuncdo mitocondrial,
tumefacéo celular e morte celular por mecanismos inflamatdrios (necrose) e ndo inflamatorios
(autofagia). Concomitantemente e sob condi¢fes de hipdxia, a xantina desidrogenase (XD),
uma enzima presente em grande quantidade nas células endoteliais, é convertida a xantina
oxidase (XO). Esta é liberada para o meio extracelular e, quando o fluxo sanguineo é
restabelecido (reperfusdo), catalisa a reacdo entre a hipoxantina acumulada durante a hipdxia e
0 Oz proveniente da reperfusdo, resultando na producdo de &cido Urico, NADPH e O™
Dependendo da biodisponibilidade do ferro, esse processo permite a geracdo de outras ERO.
Assim, a XO ¢ entendida como sendo, em grande parte, responsavel explosao oxidativa que se
acredita iniciar o processo de isquemia-reperfusdo (CHIRICO; PIALOUX, 2012; HEBBEL,
2014).

1.3.6 Processo inflamatdrio na Anemia Falciforme

A inflamacdo na AF é decorrente de multiplos mecanismos, no entanto existem 4
eventos importantes na fisiopatologia da doenca que provocam o inicio do processo
inflamatorio, sdo eles: a hemolise, as alteracdes na membrana eritrocitaria, a injaria de
isquemia-reperfusdo e o estresse oxidativo (DE ALMEIDA; KATO; CONRAN, 2016).

A hemodlise é caracterizada pela liberacdo de Hb que contribui para a diminuicao da
biodisponibilidade NO o qual tem muitos efeitos anti-inflamatérios, reduzindo a ativacéo de
leucdcitos, a interacdo leucdcito-endotélio e o estresse oxidativo (DE ALMEIDA; KATO;
CONRAN, 2016). Além disso, 0 NO atua inibindo a agregacdo plaquetaria e modulando a
producdo de alguns mediadores inflamatérios como TNF-a (ALMEIDA; KATO; CONRAN,
2016). Outra consequéncia da hemolise ¢ a liberagdo de hemina, uma substancia que é capaz
de produzir EROs, os quais sdo potencialmente danosos e podem ter efeitos inflamatdrios (DE
DE ALMEIDA; KATO; CONRAN, 2016; BEERS; WIJK, 2018). O heme e a hemina podem,
também, interagir com receptores toll-like 4 (TLR4) e induzir a expressdo moléculas de adesdo
via ativagéo do fator de transcricdo NF-«xB (DE ALMEIDA; KATO; CONRAN, 2016).
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As alteracOes de membrana, tais como a desidratacdo, contribuem para a inflamagéo
visto que esse evento altera a expressdo de moléculas de adesdo nos eritrdcitos falciformes,
favorecendo, assim, a interacdo e a adesdo dos eritrocitos com outros tipos celulares (DE
ALMEIDA; KATO; CONRAN, 2016). As alteracdes intracelulares e na membrana dos
eritrécitos provocadas pela polimerizacdo da HbS podem alterar o equilibrio redox, ativar o
sistema do complemento e de coagulacdo, fatores que podem contribuir para processos
inflamatorios (CONRAN; BELCHER, 2018). Vérias dessas moléculas de adesdo tém sua
expressao aumentada em eritrocitos de pacientes com AF, tais como: asp1 (CD49d/CD29; VLA-
4), CD36, ICAM-4 e a molécula de adesdo celular Lutheran/basal (Lu/BCAM) (JONECKIS et
al., 1993; COLIN; LE VAN KIM; EL NEMER, 2014). O processo continuo de polimerizagdo
da HbS pode contribuir para inflamagao através da formagdo de espiculas nos eritocitos que,
devido a alteragdes na malha de espectrinactina, podem se desprender da bicamada lipidica,
permitindo a subsequente liberagdo de microvesiculas, as quais transportam grandes
quantidades de hemoglobina, heme e ferro que podem causar danos as células endoteliais com
consequente lesao vascular. Essas microvesiculas podem induzir ainda a producao de IL-6,
TNF-a e IL-1p a partir de monocitos (CONRAN; BELCHER, 2018).

Na AF a vaso-oclusdo leva a injaria de isquemia-reperfusdo, induzindo a morte
celular e consequente liberacéo de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS) tais como
0 HMGBL. Este promove, via TLR-4, a liberagdo de redes extracelulares de neutréfilos (NET),
gue séo constituidas por cromatina condensada e enzimas granulares e que podem causar danos
as células endoteliais e aos tecidos parenquimais (GUPTA et al., 2010; SAFFARZADEH et al.,
2012; CONRAN; BELCHER, 2018). O ATP liberado de celulas necrdticas devido ao processo
de isquemia funciona como uma molécula sinalizadora através da ativacdo dos receptores
purinérgicos P2. A ligacdo do ATP ao receptor purinérgico P2X7 leva a efluxo de K* através da
abertura do canal catiénico controlado por ATP e pode contribuir para a ativacdo do NLRP3 e
a formacdo do inflamassoma (CONRAN; BELCHER, 2018). Quando o fluxo sanguineo é
restabelecido apds a isquemia mais danos podem ocorrer devido a producdo de EROs e
sobrecarga de célcio. Ademais, pode ocorrer ativagdo de células iINKT as quais podem
contribuir para cascata inflamatoria induzidas pela quimiocinas IFN-y (CONRAN; BELCHER,
2018).

A inflamacdo também pode ser induzida pelo estresse oxidativo o qual se originas
através de varios mecanismos na AF. As EROs atuam como segundos mensageiros para as vias

de sinalizacdo associadas & morte celular, dano, ativacdo endotelial e inflamagdo. Alguns
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estudos sugerem que as EROs podem ativar NLRP3 e mediar a ativagdo do inflamassoma
(ABAIS et al., 2014; VAN GOLEN; VAN GULIK; HEGER, 2012).

1.4 Clinica na AF

A polimerizagdo da HbS, a vaso-ocluséo e os eventos hemoliticos desempenham
um importante papel na fisiopatologia da doenca falciforme, sendo responsaveis, também, por
desencadear uma série de eventos que culminam no aparecimento de outras complicacdes.
Esses eventos incluem disfuncéo endotelial vascular, deficiéncia funcional de NO, inflamacao,
estresse oxidativo, lesdo de reperfusdo, hipercoagulabilidade, aumento da adesividade dos
neutrofilos e ativacdo plaquetéria (REES; WILLIAMS GLADWIN, 2010). A interacdo entre
esses eventos e sua relacdo com o aparecimento de outras complicacdes é pouco entendido,
contudo parecem contribuir de forma diferente para o surgimento de uma determinada
complicacdo. De modo geral, essas complicaces podem ser divididas em dois grandes grupos:
os relacionados a vasculopatias e com a severidade da hemolise (doenca cerebrovascular,
hipertensdo pulmonar, priapismo, Ulcera de perna e retinopatia) e os relacionados a isquemia
dos orgaos (dor aguda, hiposplenismo, insuficiéncia renal, doenca 6ssea, sindrome torécica
aguda e dano hepético) (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; MINNITI et al., 2010; WARE
etal., 2017)

1.5 Hemoglobina Fetal

A HDbF ¢é o mais importante modulador das caracteristicas clinicas e hematoldgicas
dos pacientes com AF e 0 seu aumento esta associado a diminuicéo dos episodios de dor aguda,
das Ulceras de perna, da osteonecrose, da sindrome toracica aguda, da severidade e mortalidade
da doenca (AKINSHEYE et al., 2011). Apesar de seus beneficios, algumas manifestaces
apresentam pouca ou nenhuma associagdo com os niveis de HbF, sdo elas: priapismo, excre¢do
de albumina urinaria, acidente vascular encefalico, infarto cerebral silencioso e pressao
sanguinea sisttmica (AKINSHEYE et al., 2011). Akinsheye et al. (2011) sugerem que esta
diferenga pode estar relacionada a eventos fisiopatologicos que impacta na possibilidade de
desenvolvimento dessas complicag¢Ges. Estudos contidos em uma reviséo publicada por Kato,
Gladwin e Steinberg (2007) sugerem que as complicagdes decorrentes da vaso-oclusdo e a
viscosidade sanguinea sdo fortemente relacionadas a concentragdo de HbF, enquanto as
condigdes consequentes a hemolise s&o menos influenciadas. A Ulcera de perna, uma
complicacdo da hemolise, ¢ uma excecao a essa hipotese, uma vez que a HbF esta associada a
melhora desta (KOSHY et al., 1989; NOLAN et al., 2006).
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1.6 Gene BCL11A

O mecanismo que influencia no processo de polimerizagdo da HbS ¢ bem
caracterizado, porém a explicagdo para a heterogeneidade fenotipica e a ampla variabilidade
clinica na AF permanece desconhecida. Varios sdo os fatores identificados como moduladores
da clinica na AF, entre eles: a concentracdo de HbF, os grupos de haplétipos da beta globina e
os polimorfismos do gene BCL11A (LETTRE et al., 2008).

O gene BCLIIA esta localizado no cromossomo 2 (2pl16) e codifica a proteina
BCLI11A, o qual foi descrito como um importante regulador da expressao génica da HbF. Este
¢ capaz de reprimir a expressdo do gene da p~globina diretamente por interagdo com elementos
cis-reguladores (fatores de transcri¢do da linhagem retindide) dentro do cluster do gene da f-
globina ou, indiretamente, modulando vias celulares que afetam a expressio de HbF.

(SANKARAM et al.,2008; SMITH et al.,2016).

Figura 2 - Representagdo esquematica da localiza¢do do gene BCL/A no cromossomo 2
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Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/BCL11A

O gene BCL 114 tem sido associado como o principal agente repressor do gene HBG
(gene globinico fetal), sendo sua expressao inversamente correlacionada a expressdao do gene
da y~globina nas células eritroides em diferentes estagios de desenvolvimento. Nos progenitores
eritroides, o fator de transcricio BCL11A interage fisicamente com o complexo remodelador
de cromatina NuRD, e os fatores de transcri¢ao eritroides, GATA1 e FOG1. Quando os niveis
de HbF estdo elevados, a expressdo de BCL11A4 ¢ reduzida (SANKARAM et al.,2008).
1.7 Polimorfismos do BCL11A

A concentragdo de hemoglobina fetal (HbF) ¢ herdada como uma caracteristica
quantitativa e ¢ de enorme relevancia clinica, dado o seu papel na melhoria da gravidade dos
principais distarbios da AF e B-talassemia (SANKARAN et al., 2008).

O fator de transcricdo BCL11A ¢ um mediador central do silenciamento de y-globina
e, consequentemente, da troca de HbF para HbA (SANKARAN et al., 2008). Estudos mostram
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que polimorfismos no gene promotor y®-globin (HBG2) (cromossomo 11p), no gene BCL11A
(cromossomo 2p) e na regido intragénica HBS1L-MYB (cromossomo 6q) estdo associados a
diferentes variac@es na concentracdo de HbF na AF. Destes trés Quantitative Trait Locus (QTL),
0 gene BCL11A tem sido mais fortemente correlacionado a expressdo de HbF (CARDOSO et
al, 2014; BHANUSHALL, 2015).

Foi demonstrado que, o gene BCLI/IA (linfoma de células B/leucemia 11A),
localizado no cromossomo 2p16, age naturalmente como um repressor da expressao de HbF,
sendo capaz de alterar quantitativamente o nivel de HbF em véarias populagdes com ou sem [3-
hemoglobinopatia (CHEN et al., 2009). Além disso, tem sido relatado que polimorfismos nesse
gene podem levar ao aumento da expressdo de HbF (LETTRE et al., 2008).

De acordo com Lettre et al. (2008), a variagao de HbF foi fortemente associada com
o polimorfismo do gene BCLIIA, principalmente nos SNPs rs4671393, rs11886868 e
rs7557939. Os mesmos pesquisadores mostraram que a regido rs4671393 representa o melhor

sinal de associacao entre os niveis HbF nas populagdes com doenga falciforme.

1.8 Hidroxiureia

A hidroxiuréia (HU), também conhecida como hidroxicarbamida, ¢ um inibidor da
ribonucleotide redutase e foi aprovada pelo FDA dos EUA em 1998 para o tratamento da AF. A
HU apresenta multiplos efeitos fisiologicos incluindo o aumento da expressdo de HbF,
diminui¢do da contagem de leucdcitos e funcionando como doadora de NO (FERNANDES,
2017; KATO et al., 2018).

A utilizagdao dessa droga esta associada a uma menor incidéncia de crises vaso-
oclusivas, hospitalizacdes e mortalidade na AF. Em contraste, alguns pacientes ndo apresentam
uma boa resposta e as limitagdes de adesdo ao tratamento ou a variabilidade genética
(farmacogendmica) sdo fatores que podem estar envolvidos na resposta terapéutica (WALSH
et al., 2014; HUSAIN; HARTMAN; DESA, 2017).

Além da falta de uniformidade de resposta a HU entre os pacientes com AF, outro
aspecto negativo em relagdo ao seu uso estd associado a sua toxicidade. Tem sido mostrado que
doses aumentadas da droga conferem um maior efeito terapéutico, no entando também estao
associadas a uma maior toxicidade. Por se tratar de um agente especifico que age no ciclo
celular seus efeitos adversos a longo prazo também tem sido especulados (FERNANDES,

2017).
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1.9 Mecanismos de Reparo Dano de DNA

Diversos agentes etioldgicos sdo capazes de causar danos ao DNA e, dentre eles,
podemos destacar os agentes oxidantes, radiacdes ultravioletas e ionizantes e diversas
substancias quimicas encontradas no meio ambiente (KAO et al., 2005). A resposta ao dano de
DNA (DDR) da célula esta relacionada a sua capacidade de detectar e sinalizar problemas em
seu DNA, tendo como objetivo ativar mecanismos apropriados de reparo, manter a progressao
no ciclo celular ou eliminar células com genoma irreparavel. Desta forma, a resposta ao dano
no DNA desempenha um papel relevante em varios aspectos do cancer, podendo atuar como
barreira na proliferacdo de células anormais e o desenvolvimento de tumores nos estagios
iniciais (MARECHAL; 70U, 2013; WEBER; RYAN, 2015).

A manutencdo da integridade gendémica proporciona a protecdo contra o
desenvolvendo do cancer, permitindo que a célula tenha capacidade de responder corretamente
e reparar os danos ao DNA (BOHGAKI; BOHGAKI; HAKEM, 2010).

O sistema de reparo do DNA ¢ um dos processos mais relevantes para a manutencao
da integridade dos organismos vivos e para garantir sua estabilidade gendmica, sendo,
consequentemente, essencial para manter a viabilidade e longevidade de um organismo (KIM
et al.,2001; HOEIJMAKERS, 2009; OZTURK; DEMIR, 2011).

As cé€lulas tém inumeras vias de reparo do DNA com o objetivo de preservar a
estabilidade genomica quando os danos ocorrem (IYAMA; WILSON, 2013). O sistema de
reparo do DNA esta dividido em duas grandes vias e, dependendo de onde lesdao ocorre, pode
atuar em uma das fitas (danos de fita simples) ou em ambas as fitas (danos de fita dupla) do
DNA. Caso o dano ocorra em somente uma fita do DNA, tém-se os mecanismos de reparo de
erros de emparelhamento entre base (MMR), reparo por excisdo de bases (BER) e reparo por
excisdo de nucleotideos (NER) (KAO et al., 2005; IYAMA; WILSON, 2013). Caso as lesdes
acometam a dupla fita do DNA (DFD) tém-se os mecanismos de recombinac¢ao homologa (HR)
ou juncao de extremidades ndo homoélogas (NHEJ) (BRENERMAN et al., 2014; RIBEIRO et
al., 2015).

O reparo por HR consiste no mecanismo de alta fidelidade e livre de erros, sendo
caracterizado pela utiliza¢do de uma fita de DNA homoélogo (cromatide irma) como molde para
guiar o reparo (BOHGAKI; BOHGAKI; HAKEM, 2010; IYAMA; WILSON, 2013). Destaca-
se que este mecanismo de reparo pode atuar tanto na fase S quanto na fase G2 do ciclo celular,
onde as cromatides irmas estdo intactas e disponiveis (BELLI et al., 2002 WEST, 2003). A

via de reparo por HR envolve o processamento das extremidades, formando uma regido de fita
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simples no DNA, seguido pela invasdo da fita molde do DNA homdlogo, formando uma
estrutura conhecida como junc¢do de Holliday (HABER et al., 2004).

O reparo por NHJE ¢ predominante na fase G1 do ciclo celular, pois nesta fase do
ciclo um doador de homologia nio esta proximo. E caracterizado por agir na jungdo das pontas
quebradas das fitas, sendo assim considerada uma via ndo livre de erro, por ndo utilizar uma
fita como molde, sendo este processo geralmente associado ao acometimento de anormalidades
cromossomicas (JEPPESEN et al., 2011; BOULEY et al., 2015). E um mecanismo molecular
que depende da ligagao das proteinas KU70 e KUS80 as extremidades da quebra no local da
lesao (LIEBER, 2008; CLARKE et al., 2011; IYAMA; WILSON, 2013). Logo apos, ha o
recrutamento de DNAPKcs (codificada pelo gene XRCC?7), que sinaliza a presenca da quebra e
ativa as outras proteinas, tal como o complexo XRCC4-ligase IV, para, assim, dar continuidade
a via de reparo por NHEJ (LIEBER, 2008; CLARKE et al., 2011).

Os DFD (dano de fita dupla) sdo os mais deletérios tipos de danos ao DNA, e se
ndo reparados, podem levar a quadros de instabilidade gendmica, aberragdo cromossomica e
translocagdo. As células que sobrevivem apds o reparo inadequado podem tornar-se malignas.
Desde modo, a resposta celular a um DSB exige que o sinal de dano no DNA seja transmitido
com rapidez e precisdo para inumeros processos em toda a célula. Nessas situagdes, vias de
DDR sdo ativadas por quinases como a ataxia telangiectasia mutada (ATM) e a ataxia
telangiectasia Rad3-relacionada (ATR) as quais podem atuar como sensores €/ou iniciadores de
mecanismos de resposta ao estresse genotoxico (BOHGAKI; BOHGAKI; HAKEM, 2010;
IYAMA; WILSON, 2013; MORIO, 2017).

1.10 Genes Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) e Ataxia Telangiectasia Rad3-
relacionada (ATR)

O bloqueio do ciclo celular ¢ uma importante resposta observada em decorréncia
ao dano no DNA, interferéncias nesse mecanismo podem resultar no acimulo de alteragdes
genéticas e/ou proliferacdo celular descontrolada, levando a instabilidade gendmica e ao
desenvolvimento neoplasico. E importe ressaltar que a resposta a0 DFDs no DNA exige que
haja uma sinaliza¢do desse dano, e esta deve ser transmitida com rapidez e precisdo para os
inimeros processos em toda a célula (IYAMA; WILSON, 2013). Bensimon e colaboradores
(2011) sugere que os membros da superfamila de proteinas fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K)
sdo ativadas muito cedo em resposta a lesdes no DNA, podendo, assim, funcionar como

iniciadores dos mecanismos de resposta ao dano.
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A familia PI3K, em humanos, inclui as proteinas ATM, ATR, ATX/SMG-1,
mTOR/FRAP e proteina quinase dependente DNA (DNAPK) (BAO et al., 2001;
LEMPIAINEN; HALAZONETIS, 2009; BENSIMON; AEBERSOLD; SHILOH, 2011).

O mecanismo de transdugdo de sinal que dissemina o alarme de dano ao DNA
inicia-se com proteinas de sensoriamento que detectam o dano ou a alteracdo da cromatina e
mediam a ativacdo de transdutores, que por sua vez transmitem o alarme para numerosas
proteinas efetores participantes dos distintos mecanismos de reparo do DNA inerentes ao
maquinario celular (BENSIMON; AEBERSOLD; SHILOH, 2011) Sabe-se que ATM e ATR
estdo presentes em amplos processos celulares que sdo importantes para a manutencao da
estabilidade genomica dos organismos ¢ podem atuar em conjunto ou separadamente
(MARECHAL; ZOU, 2013).

O ATM ¢ um gene supressor tumoral localizado no brago longo do cromossomo 11
na posi¢do 11q22.3-23.1 que, quando ativado, leva a sintese da proteina ATM em seres humanos
(URESHINO et al., 2016). O gene ATR esté localizado no brago longo do cromossomo 3 na
posicao 3q23 (ANDEGEKO et al., 2001).

Figura 3 — Representagao esquematica da localiza¢do do gene ATM no cromossomo 11
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Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ ATM#location

O gene ATM ¢ o responsavel por ativar a via de resposta ao dano do ciclo celular
mediante fosforilacao da proteina p53 (SHIEH et al., 1997; SILICIANO et al., 1997). Neste
contexto, o transdutor primario do alarme do DFDs ¢ o ATM, o qual atua como uma proteina
quinase de fosforilacdo de serina-treonina. O ATM e o ATR podem ser ativados por danos no
DNA, porém ¢ desconhecido o mecanismo exato de como essas duas quinases reconhecem o
dano. O ATM responde principalmente a quebras fita duplas induzidas por radia¢des ionizantes
e EROs (ALEXANDER; WALKER, 2010; BENSIMON; AEBERSOLD; SHILOH, 2011), ao
passo que ATR responde as lesdes induzidas pelos raios UV ou a agentes que causam bloqueio
na forquilha de duplicagdo e também no controle da apoptose (ANDEGEKO et al., 2001;
BENSIMON; AEBERSOLD; SHILOH, 2011)
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O ATM exerce um papel central no DDR por fosforilagdo de varias moléculas
envolvidas no DDR, e esta relacionado ndo s6 no reparo de DSB, mas também, com a regulagao
do ciclo celular, regulacio transcricional e manutengdo de telomeros (MORIO, 2017). E
responsavel por modificar diversas proteinas fosforilantes diretamente envolvidas no processo
de reparo e, como também, modifica diversos componentes principais da estrutura da
cromatina. A modula¢do da cromatina dependente de ATM permite o acesso ao maquindrio de
reparo ¢ restabelecer os dominios de cromossomos inteiros (CLOUAIRE; MARNEF;
LEGUBE, 2017).

Na ocorréncia das DFDs, a proteina ATM atua na agéo inicial e rapida ao dano no
DNA, levando a modificagc@es em diversas vias celulares. Uma dessas modificacGes é a ativacdo
da proteina p53 que se concentra e leva a ativacdo do gene que codifica a proteina p21 que é
inibidora do maquinario celular. Outra via de atuacdo do ATM ¢é a ativacdo da proteina ChK2,
que € responsavel pela fosforilacdo e inativacdo de Cdc25c, mantendo a continuidade da fase
G2 do ciclo celular. Quando ocorre a desfosforilagdo da Cdc25c ocorre a ativacdo de quinase
dependente de ciclina Cdc2, promovendo a parada do ciclo celular. O ATM também pode atuar
na fosforilacdo da proteina Mdm2 que é responsavel pela exportacao nuclear de p53 impedindo,
assim, a degradacgéo de p53 (ANDEGEKO et al., 2001).

Ao mesmo tempo em que o gene ATM atua, principalmente, em resposta aos DBSs,
0 gene ATR é ativado devido a uma série de lesBes prejudiciais ao DNA que envolvem juncdes
de cadeia simples, como as geradas quando a forquilha de replicacdo encontra uma lesdo do
DNA ou durante o reparo de excisdo de nucleotideos, atuando, também, sendo também ativado
pela resseccdo de uma dupla fita de DNA e na resposta aos danos por radiacdo UV
(ANDEGEKO et al., 2001; CLOUAIRE; MARNEF; LEGUBE, 2017).

O gene ATR esté localizado no braco longo do cromossomo 3 na posi¢do 3g23
(Figura 4).

Figura 4 — Representagao esquematica da localiza¢do do gene ATR no cromossomo 3
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A proteina ATR, pode levar a ativacdo da proteina quinase Chk1 que atua de forma
similar a proteina Chk2, ativada pelo ATM, inativando Cdc25c, em resposta aos danos citados
anteriormente (ANDEGEKO et al., 2001)

O ATM esta relacionado também a resposta ao estresse oxidativo, tendo sido
demonstrado que os alvos do ATM/ATR sao fosforilados pelo ATR e pelo ATM m consequéncia
a hipdxia e a re-oxigenacao, respectivamente (WATTERS, 2003; BENSIMON; AEBERSOLD;
SHILOH, 2011). A ativagdo de ATM pode conduzir as células a um bloqueio do ciclo celular,
que pode ocorrer nas fases G1, S ou G2. A hipoxia pode alterar os pontos de checagem do ciclo
celular e os pontos de deteccdo e de reparo do dano no DNA, levando a ativar as proteinas de
verificacdo ATM e ATR.

A hipdxia pode induzir uma parada do ciclo celular na fase G1 e/ou parada na fase
S (replicacio do DNA). A parada de fase G2 pode ocorrer apds a re-oxigenagdo. Esses
checkpoints sao controlados pelo WAF1-Ciclina E-CDK?2 (quinase dependente de ciclina 2),
ATM-p53-CHK2, vias ATR-CHKI1 e pela fosforilagdo de BRCA1. Muitos fatores podem alterar
o reparo geral do DNA em células sob condi¢des hipoxicas, incluindo alteracdes na expressao
génica. A re-oxigenacdo produz ROS, que gera dano ao DNA (DNA SSBs e possivelmente
DNA DSBs) e isso inicia um ponto de verificagdo na fase G2 do ciclo celular dependente de
CHK2. Em contraste, a hipoxia cronica pode levar a adaptacao e ndo ativar os pontos de
verificacdo G1 ou S, isso poderia levar ao acumulo de erros de replicacdo ou quebras de DNA

ao longo do tempo (GLAZER et al, 2013).

1.11 Polimorfismo dos genes ATM e ATR

A descricdo uniforme de sequencias variantes de DNA e proteinas humanas
(mutagdes ou polimorfismos) foi publicado por Beaudet ef al., (1993). Nesse cendrio, qualquer
alteracdo rara na sequéncia de nucleotideos geralmente causando uma doenga, ¢ denominado
mutacdo. Esta mudanga na sequéncia nucleotidica pode ou ndo causar alteracao no fenotipo.
Mutagdes podem ser herdadas dos pais (mutagdes germinativas) ou adquiridas ao longo da vida
de um individuo (muta¢des somadticas), sendo esta ultima a principal condutora de doencas
humanas como o cancer. As mutacdes geralmente surgem de danos de DNA ndo reparadas,
erros de replicacdo ou elementos genéticos méveis (transpossomos) (KARKI et al., 2015).
Existem varias classes principais de mutacdes no DNA. Uma mutacao pontual, por exemplo,
ocorre quando um Unico nucleotideo ¢ adicionado, excluido ou substituido, essas mutacdes sao

denominadas de SNP (Single Nucleotide Polimorphism) (KASSAM et al., 2005).
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Uma variacdo na sequéncia de DNA que ocorre em um populagdo com uma
frequéncia de 1% ou superior € denominada polimorfismo (BROOKES, 1999). A maior
incidéncia na populagéo sugere que o polimorfismo é natural, com um efeito neutro ou benéfico.
O SNP exemplifica o polimorfismo mais comum, e surge a cada 1.000 pares de base no genoma
humano. E geralmente encontrado em areas flanqueando genes codificadores de proteinas -
regides agora reconhecidas como fundamentais para a ligagdo de microRNA e regulacédo de
expressao génica/proteica. No entanto, os SNPs também podem ocorrer em sequéncias de
codificacdo, introns ou em regides intergénicas. Os SNPs sdo usados como assinaturas
genéticas em populacbes para estudar a predisposicdo para certas caracteristicas, incluindo
doencas (COLLINS, A; LONJOU, C; MORTON, N. E., 1999; HUGHES et al, 2008;
TAWIFIK; SPRUIT et al., 2018).

Mutacdes que afetam a funcdo das enzimas de reparo de DNA sdo raras em
populacdo humanas porque estas podem causar sérios consequéncias para a saude. Diversas
variagdes em sequéncias de genes de DNA de reparo tem sido descritas (ROBERTSON; K.D.;
WOLFFE, A.P., 2000). O reparo do DNA é um exemplo de um processo celular no qual a
variacdo genética em familias com predisposicdo extrema tem sido relatada e esta associada a
alta probabilidade de desenvolver doencas, incluindo a sindromes de envelhecimento prematuro
e 0 cancer. Ha evidéncias crescentes que apontam que existem reducBes moderadas na
capacidade de reparo do DNA e estas estdo associadas a variagBes genéticas comuns
(polimorfismos). A extensa variacdo encontrada nas regides codificadoras dos genes de reparo
do DNA e o grande nimero de genes em cada uma das principais vias de reparo resulta em
genotipos complexos com potencial para impactar o risco de complicacGes diversas doencas na
populagcdo em geral. AssociacOes significativas com cancer de pulméo, cancer de cabeca e
pescoco e cancer de bexiga foram relatados (BUTKIEWICZ et al., 2001; SPITZ et al., 2001,
STERN et al., 2002; STURGIS et al., 2002; TOMESCU et al., 2001).

O polimorfismo rs228593 na regido intronica do gene ATM. Esta localizado no
braco longo do cromossomo 11 na posi¢ao 11q22-g23. O gene ATR esta localizado no brago
longo do cromossomo 3, regido 23 (NCBI dbSNP 2018). O polimorfismo rs2229032 esta
localizado na regido codificadora do gene e a troca de CGA = CAA reflete na troca de R
[Arg] = Q [GIn] (NCBI dbSNP 2018). Polimorfismos funcionais do gene ATM e ATR tém sido
associados com o aumento do risco de desenvolvimento de Leucemia Mieldéde Cronica (LMC),
bem como a sua progressao (GORRE et al., 2016), cancer oral (BAU et al., 2010), cancer de
pulmao (LO et al., 2010), cancer de mama (LEE et al., 2005), dentre outros.
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Sabe-se que a fisiopatologia da AF ¢ caracterizada por um processo inflamatdrio,
pelo estresse oxidativo e pelo turnover aumentado de células na medula 6ssea, os quais,
juntamente com a hipdxia, t€ém sido associados a instabilidade genética e funcionam como um
fator de risco para o desenvolvimento de alteragdes genéticas. Essa instabilidade pode surgir a
partir de uma resisténcia a apoptose mediada por hipoxia e/ou através do comprometimento dos
mecanismos de reparo do DNA, levando ao aumento das taxas de mutagénese. Tendo em vista,
que até o presente momento nao existem relatos na literatura sobre estudos que avaliem o papel
dos polimorfismos dos genes ATM ¢ ATR em paciente com AF, tdo pouco sua correlagao com
as complicacdes dessa doenca e com os polimorfismos do gene BCL11A4, buscamos avaliar o a

contribui¢do desses polimorfismos sobre as varias manifestagdes da AF.



37

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Identificar os polimorfismos do gene BLC1I/A e dos genes de reparo de fita dupla

do DNA, ATM e ATR, nos pacientes com Anemia Falciforme.

2.2 Objetivos Especificos

e (Caracterizar e analisar o perfil clinico e laboratorial dos pacientes com anemia falciforme
com e sem uso de hidroxiuréia;

e Identificar os polimorfismos do gene BCLIIA nas regides rs7557939, rs4671393 e
rs1186868 nos pacientes com AF;

e Identificar os polimorfismos do gene ATM na regido rs228593 e do ATR na regido
rs2229032 nos pacientes com AF;

e Associar os polimorfismos do gene BCLI1A e dos genes de reparo ATM, ATR com os

achados clinicos e laboratoriais dos pacientes com AF.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo transversal, analitico e observacional de pacientes

diagnosticados com Anemia Falciforme.

3.2 Local da pesquisa
A coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes portadores de AF (HbSS)

foi realizada no ambulatério de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias
e Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH) e em parceria com o Laboratério de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT), ambos pertencente ao Departamento de Anélises
Toxicologicas (DACT) da Faculdade de Farmdacia, Odontologia e Enfermagem (FFOE) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.3 Populagao do estudo

Participaram do estudo 125 pacientes com diagnodstico clinico de AF acompanhados
no HUWC, no periodo de julho de 2016 a outubro de 2018. Desse total, 98 pacientes
apresentavam a informacao quanto ao uso de HU. Essa amostragem correspondeu a

aproximadamente 70% dos pacientes com cadastro ativo na referida instituicao.

Grupo estudo:
e  Grupo SS — pacientes nao tratados com HU (n=23);

e  Grupo SSHU - pacientes tratados com HU (n=75) na dose de 20-30mg/kg/dia.

3.3.1 Critérios de Inclusdo

e Pacientes com diagnostico clinico e molecular de Anemia Falciforme e em estado
estacionario de acordo com os critérios de Ballas, 2011;

Critérios de Ballas: 1) Auséncia de ulcera de perna, crises vaso-oclusivas e quadro infeccioso

nas ultimas quatro semanas precedentes ao estudo, 2) auséncia de admissdo hospitalar nos

ultimos 2-3 dias precedentes ao estudo e 3) auséncia de transfusdo sanguinea nos ultimos trés

meses precedentes ao estudo.
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3.3.2 Critérios de exclusao
e Pacientes em periodo gestacional,
e Pacientes politransfundidos;

e  Outras doencas hematoldgicas.

3.4 Coleta de dados
Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com AF foram obtidos a partir dos

prontuarios médicos e de informagdes no ambulatério do HUWC.

3.5 Coleta de amostras

As amostras de sangue periférico dos pacientes portadores de AF foram coletadas
em tubos Vacutainer® contendo EDTA como anticoagulante. Estas foram utilizadas na
obtencdo do pool celular para a extracdo do material genético (DNA) e posterior realizacdo dos
polimorfismos dos genes BCL11A, ATM e ATR.

3.6 Analises moleculares
3.6.1 Processo de lise dos leucdcitos

Apos a coleta de sangue periférico dos pacientes e controles, foi realizada a
centrifugacdo das amostras contendo EDTA a uma rotagdo de 4000 g durante 10 minutos para
resgatar o pellet leucocitario. Em seguida, o pellet foi transferido para um tubo do tipo Falcon
de 50 mL e lavado com solugao de lise (25 mL de solucao de cloreto de amonio 0,144M e
bicarbonato de amonio 0,01 M). O conteudo foi homogeneizado lentamente, deixado em banho
de gelo por 15 minutos e centrifugado a uma rotagdo de 4000 rpm por 10 minutos a 4° C. Em
seguida, foi desprezada a fase aquosa e acrescentado 250uL de PBS e 750 uL de Trizo! LS
Reagent® (Invitrogen, EUA). Posteriormente, o material foi homogeneizando com pipeta até

total dissolucao. Apos este procedimento, essa amostra lisada e armazenada no freezer a —80°C.

3.6.2 Extragdo de DNA das amostras de sangue periférico

Para a obtengdo do DNA, inicialmente foi removido o sobrenadante da fase
cloroférmio-fenol que contém RNA. Em seguida, a fase organica resultante foi reservada para
a realizacdao da extracdo de DNA. A esta fase organica foi adicionada 500 uL. de BEB (Back
Extraction Buffer) sendo, em seguida, homogeneizado por 1 minuto, incubado por 30 minutos
sob agitacdo constante e, posteriormente, centrifugado por 1200 rpm durante 15 minutos a 4°C.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo e o precitado

resultante dessa fase foi estocado a -80°C para posterior extracao de proteinas. No tubo com
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sobrenadante, foram adicionados 400 pL de isopropanol para a precipitacio do DNA. As
amostras foram, entdo, homogeneizadas por inversdo e incubadas durante 1 hora a -20°C. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% e
centrifugado a uma rotagdo de 14000 rpm durante 5 minutos a 4°C, esse procedimento foi
repetido 4 vezes. Apos a ultima lavagem o sobrenadante foi descartado e tubo contendo o DNA
permaneceu secando a temperatura ambiente. O DNA foi hidratado com agua livre de DNAse
e permaneceu em banho-maria durante 30 minutos a 60°C. Em seguida, as amostras foram

quantificadas e estocadas a -20°C.

3.6.3 Quantifica¢do do DNA

O DNA extraido das amostras foi quantificado por nanoespectrofotometria em
Nanodrop (ThermoScientific®) no comprimento de onda de 260 nm, utilizando equivaléncia de
40ung/ml para 1 unidade de absorbancia. Este aparelho quantifica acidos nucléicos e proteinas,
através da leitura de comprimento de onda absorvido ou refletido. A absorbancia de 260 nm
indica o pico de absor¢do de UV do DNA, a absorbancia de 280 nm o pico de absor¢do de UV
de proteinas e 230 nm o pico de absor¢dao de UV para contaminantes organicos. O grau de
pureza das amostras foi avaliado através da razao 260/280 e 260/230, sendo considerada uma

boa extracdo aquela que apresentou valores entre 1,6 € 2,1.

3.6.4 Analise dos polimorfismos dos genes BCL11A, ATM e ATR
Para a analise dos polimorfismos, foi utilizado o ensaio de discriminacdo alélica
para genotipagem dos genes BCL11A, ATM e ATR com o uso de oligonucleotideos e sondas
Tagman® AssayProbes (AppliedBiosystems®, California, USA), através do equipamento de
(QPCR) no aparelho CFX96 Real-time System (Bio-RadLaboratories®, Inc., Hercules,
California, USA) disponivel no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT). As
reacOes foram preparadas utilizando-se o TagMan® Universal PCR Master Mix
(AppliedBiosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado para reagGes com sonda
TagManassay® e contendo a AmpliTaq Gold DNA polimerase, dNTPs e tampao otimizado.
Para realizagdo do ensaio de discriminacéo alélica dos polimorfismos, as amostras
de DNA extraidas foram diluidas até 30 ng, apos quantificacdo estimada atraves de leitura
espectrofotométrica pelo equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific® Inc., Shangai,
China). As designacdes dos genes e seus polimorfismos e as sondas utilizadas estdo descritas
na Tabelal. Apos o fim das reagdes, o programa Bio-Rad CFX Manager 3.1 (3.1.1517.0823)
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System Software plotou os resultados da discriminacdo alélica em gréficos que ilustram a

emisséo de fluorescéncia em cada amostra submetida a amplificagao.

Tabela 1 — Genes e polimorfismos dos genes estudados e sonda Tagman®.

. n Localizacao ,
Gene Localizacao SNP do Nucleotideo
do gene . mudanca
polimorfismo

ATM 11g22.3 rs1762265 [ntron G2>A
ATR 3923 1$2229032 intron C>T
rs1186868 Intron C>T
BCLI11A4 2plé.1 154671393 Intron A—>G
rs7557939 Intron G2>A

Fonte: RefSNP, 2018

3.7 Analise Estatistica

As diferencas entre as distribuicdes alélicas e genotipicas, 0os modelos genéticos e
a analise do Equilibrio de Hardy-Weiberg (p>0,05) foram analisadas com o teste de qui-
quadrado (com um grau de liberdade) ou teste exato de Fisher (CLARKE et al., 2011). O
teorema de Hardy-Weinberg consiste na base teérica da genética das populacdes, avaliando a o
principio do equilibrio génico no processo evolutivo, consistindo em uma importante analise

na verificacdo da populacdo proposta nos estudos de polimorfismos.

Tabela 2 — Lista de testes estatisticos de associa¢do realizados para cada polimorfismo e variavel.

Distribuicao Genotipica SELVAGEM versus HETEROZIGOTO versus MUTANTE

Modelo Genético de Dominancia SELVAGEM versus MUTANTE + HETEROZIGOTO

Modelo Genético de Recessividade = MUTANTE versus SELVAGEM + HETEROZIGOTO

Modelo Genético de Homozigose HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HOMOZIGOTO
MUTANTE

Modelo Genético de Heterozigose HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HETEROZIGOTO

Dominante

Modelo Genético de Heterozigose HOMOZIGOTO MUTANTE versus HETEROZIGOTO

Recessiva

Fonte: Adaptado de Clarke et al., (2011).

A analise de regressdo logistica foi utilizada para estimar a razdo de chances (odds
ratio) para as variaveis associadas a um quadro clinico mais grave na AF. O nivel de significancia
estatistica utilizado foi p<0,05 (2-sided) e todas as analises foram efetuadas com recurso ao software
SPSS na versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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3.8 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do HUWC ¢ HEMOCE,
pela Resolugdo n°® 466/12 do Conselho Nacional de Satide — CNS do Ministério da Saude, (N° dos
processos: 1.228.634 e 2.979.265), respectivamente.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlises dos dados demogréficos, clinicos e laboratoriais

Do total de 98 pacientes com AF, a média de idade foi de 33 anos, variando de 18
— 65 anos, sendo a maioria (58%) do sexo feminino. As caracteristicas sociodemogréaficas (sexo

e idade), clinicas e laboratoriais dos pacientes com AF estdo descritas nas Tabela 3 e 4.

Tabela 3 — Caracteristicas sociodemogréficas e laboratoriais dos pacientes com Anemia
Falciforme.

Parametros sociodemograficos, Meédia e amplitude ou
clinicos e laboratoriais Numero absoluto e percentual (%o)
Idade (anos) 33 18—-65
Sexo
Masculino 41 42
Feminino 57 58
Peso (kg) 55,7 34,4 -87,0
Hemacias (10%/mm?) 2,3 1,3-3,8
Hemoglobina (g/dL) 9,0 54-123
Hematécrito (%) 26,2 15,1 - 38,5
VCM (fL) 106,1 75,1 —137,3
HCM (pg) 36,8 24,1 — 48,6
CHCM (g/dL) 34,8 30,5-52,9
Leucdcitos (/mm?) 9451,4 4449,0 — 17400,0
Neutrofilos (/mm?) 4705,2 1279,0 — 9554,0
Plaquetas (103/mm?) 353,2 106,0 — 738,0
Hemoglobina A2 (%) 3,1 2,3-3,6
Hemoglobina F (%) 13,8 1,8 -32,2
Hemoglobina S (%) 82,2 63,5-96,6
Hidroxiuréia
Nao 23 23,5
Sim 75 76,5

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

Dos pacientes avaliados, 76,5% estavam em uso de hidroxiuréia no momento do
estudo, realizamos a avaliacdo da influéncia do tratamento sobre os parametros clinicos
(TABELA 4).

Foi observada uma associagdo entre a ulcera de membros inferiores (MMI) e o
tratamento com hidroxiuréia, mostrando que o tratamento estd associado com menos eventos
ulcerativos nos MMI. Os demais parametros clinicos ndo demonstraram associagdo com a

intervencao terapéutica (uso de HU) e estdao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Relagao entre o tratamento com hidroxiuréia e os parametros clinicos analisados.

Parametros Numero (%) p Caracteristicas Numero (%) p
Clinicas Sem HU Com HU Valor Clinicas Sem HU Com HU Valor
Crise Algica 0,623 Hemossiderose >0,999
Auséncia 2(2) 44,1 Auséncia 11 (23) 29 (60,5)
Presenca 21 (21,4) 71(72,5) Presenca 2(4) 6 (12,5)
Ulcera de MMI 0,038 STA 0,113
Auséncia 19 (20) 45 (47,3) Auséncia 22 (23) 65 (67,7)
Presenga 33,2) 28(29,5) Presenga 0 (0,0) 9(9,4)
Litiase 0,107 Dispneia 0,633
Auséncia 10 (20,9) 17 (35,4) Auséncia 7 (14,6) 33 (68,7)
Presenga 3(6,2) 18(37,5) Presenga 2(4,2) 6 (12,5)
Trombose 0,473 Convulsio >0,999
Auséncia 12 (25) 34 (70,8) Auséncia 9 (18,7) 36 (75,0)
Presenga 1(2,1) 1(2,1) Presenga 0 (0,0) 3(6,3)
Necrose 0ssea 0,195 Colelitiase >(,999
Auséncia 19 (20) 70 (73,0) Auséncia 6 (12,5) 24 (50,0)
Presenga 33,0) 4 (4,0) Presenga 3(6,3) 15(31,2)
Priapismo 0,618 Astenia 0,480
Auséncia 20 (21,0) 70 (73,0) Auséncia 8 (17,0) 36 (76,6)
Presenca 2(2,0) 4 (4,0) Presenga 1(2,1) 2(4,3)
AVC 0,679
Auséncia 21(22,0) 66 (68,7)
Presenga 1 (1,0) 8(8,3)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Hidroxiuréia (HU); Membros inferiores (MMI), Acidente Vascular
Cerebral (AVC); Sindrome toracica aguda (STA).

Nos pacientes em uso de HU, 0 VCM e o HCM foram maiores do que nos pacientes
sem uso de HU (p<0,001). A leucometria dos pacientes em tratamento foi inferior quando
comparados com os pacientes ndo tratados (p=0,029). Da mesma forma, o nimero absoluto de
neutrofilos foi inferior em pacientes que faziam uso de HU (p=0,047) (TABELA 5). Para os
outros parametros avaliados, ndo houve diferenca estatistica entre pacientes que usavam ou nao

a HU.

Tabela 5 — Relagdo entre a hidroxiuréia e os parametros laboratoriais (n=98).
Média (Minimo — Maximo)

Parametros Laboratoriais Sem HU Com HU p Valor
Hemacias (105/mm?) 2,6 (1,4-3.8) 2,3(1,3-3.3) 0,078
Hemoglobina (g/dL) 8,9 (5,4-12,3) 9,1 (5,4-11,6) 0,601
Hematocrito (%) 26,4 (15,6 —38,5) 26,1 (15,1 —34,8) 0,784

VCM (fL) 93,4 (75,1 — 123,6) 109,8 (78,5 — 137,3)  <0,001
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HCM (pg) 31,6 (24,1 —414) 38,3 (27,5 —48,6) <0,001
CHCM (g/dL) 34,5 (30,5 -52,9) 34,9 (31,4 -38,6) 0,729
Leucocitos (103/mm?) 10,7 (4,8 -17,2) 9,1 (4,4-174) 0,029
Neutrofilos (10°/mm?) 5,7(4,0-17,4) 4,5(1,2-9,5) 0,047
Plaquetas (10°/mm?) 357,5 (111,0 — 738,0) 355,5 (106,0 — 685,3) 0,958
Hemoglobina Az (%) 2,9 (2,5-3,4) 3,2(2,3-3,6) 0,147
Hemoglobina F (%) 13,1 (3,1 -27,9) 14,0 (1,8 -32,2) 0,666
Hemoglobina S (%) 79,8 (65,4 —93.,4) 80,3 (63,5 —96,0) 0,853

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Hidroxiuréia (HU); Volume Corpuscular Médio (VCM);

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

4.2 Analises do Polimorfismo do gene BCL11A4

4.2.1 Influéncia do polimorfismo do gene BLCI11A na regido rs7557939 sobre os parimetros
laboratoriais e clinicos.

Na avaliacdo genotipica das diferentes regides estudas do gene BLC11A, as maiores
frequéncias foram: 40,7% para o0 genOtipo heterozigoto na regido rs7557939, 38,9% para o
genotipo heterozigoto na regido rs1186868 e 47,3% para o0 genotipo homozigoto selvagem na
regido rs4671393(TABELA 6).

Tabela 6 — Frequéncia genotipica do gene BLC11A em pacientes com Anemia Falciforme

Numero absoluto e percentual (%)

Polimorfismo do gene BCL11A

n %

BCL11A rs7557939

Genotipo A/A 16 27,1

Genotipo A/G 24 40,7

Genotipo G/G 19 32,2
BCL11A rs1186868

Genotipo C/C 21 38,9

Genotipo C/T 21 38,9

Genotipo T/T 12 22,2
BCL11A 4671393

Gendtipo C/C 26 47,3

Genotipo C/T 21 38,2

Genotipo T/T 8 14,5

A estratificacao dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do gene BLC11A4
na regido rs7557939 revelou uma relacdo entre os diferentes gendtipos e os niveis de HbF
(»p=0,0038), VCM (p<0,001) e HCM (p=0,030). Estes e os demais dados clinicos estdo descritos
na Tabela 7.
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Tabela 7 — Relacdao entre o polimorfismo rs7557939 do gene BLCIIA e os parametros
hematologicos e laboratoriais nos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Média (Minimo — Maximo)

Laboratoriais A/A A/G G/G p Valor
Hemacias (10%/mm?) 2,1 (2,1-2,1) 2,5(1,8-3,1) 2,2 (1,8-2,7) 0,643
Hemoglobina (g/dL) 9,22 (7,1 - 12,3) 9,15(5,4-11,1) 8,61 (5,37 - 11,10) 0,367
Hematocrito (%) 26,9 (20,7 — 38,5) 26,8 (15,6 — 33,8) 24,8 (15,1 —31,8) 0,287
VCM (fL) 90,4 (75,1 — 105,8) 105,4 (87,6 — 125,8) 106,3 (81,6 —137,3)  <0,001
HCM (pg) 32,2 (24,7—47,1) 35,9 (24,1 —44,7) 37,1 (24,9 — 48,6) 0,030
CHCM (g/dL) 34,5 (31,7-37,5) 35,1 (31,4 -52,9) 34,7 (30,5 - 37.8) 0,841
Leucdcitos (103/mm?) 10,2 (4,8 —15,8) 8,9 (5,1-15,1) 10,1 (5,1 - 17,4) 0,377
Neutrofilos (10°/mm?) 1,3(1,3-1,3) 3,9 (3,5-4,3) 47572 (1,2-174) 0,585
Plaquetas (10°/mm?) 358,7 (111,0-597,0)  366,7 (123,6 —738,0) 371,3 (106,0 — 685,3) 0,965
Hemoglobina Az (%) 3,3(3,3-3,3) 2,9 (2,9 -3,0) 3,0(2,5-3,6) 0,285
Hemoglobina F (%) 9,7 (1,9-23.3) 15,5 (3,1 —32,2) 15,5 (7,8 —29,7) 0,038
Hemoglobina S (%) 84,3 (66,6 — 96,0) 79,3 (63,5-93.4) 79,0 (65,5 —90,6) 0,123

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

A HDF foi menor em pacientes com o gendtipo homozigoto selvagem (A/A) quando
comparado aos pacientes heterozigotos (A/G) (p=0,019) e homozigotos mutantes (G/G)
(p=0,024) (TABELA 7, FIGURA 5).

Figura 5 — Associagdo do polimorfismo do gene BLC11A4 na regido rs7557939 com o nivel de
HbF.
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Polimorfismo rs7557939 do gene BLC11A

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Nota: ANOVA p=0,038.

Para avaliar o efeito do polimorfismo sobre o nivel de HbF, realizamos uma analise
de regressdo linear utilizando como covariavel o uso de HU. A andlise de covariancia revelou
que existe influéncia do polimorfismo do SNP rs7557939 do gene BCLIIA sobre a
concentracao de HbF (p=0,015) independentemente do tratamento com HU (p=0,264).



47

A andlise do SNP rs7557939, demonstrou que o gendtipo homozigoto selvagem
(A/A) estd associado a um menor VCM quando comparado aos individuos A/G (p=0,01) e G/G
(p=0,001) (TABELA 7, FIGURA 6).

Figura 6 — Associacao do polimorfismo do gene BLC1 1A na regido rs7557939 com VCM.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. ANOVA p<0,001.

A analise de covariancia revelou que o VCM dos pacientes com AF € influenciado
pela regido polimorfica rs7557939 (p<0,001) em associacdo com uso de HU (p<0,001)
(TABELA 7, FIGURAT7).

Figura 7 — Distribuicao genotipica rs7557939 de acordo HCM.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor. Nota: ANOVA p<0,05 e pds-teste p<0,05.

O SNP 157557939 também foi associado ao HCM (p=0,002). De acordo com a
distribui¢do genotipica, pacientes com AF que apresentavam o alelo mutante heterozigotos
(p=0,006) e homozigotos mutantes (p=0,003) apresentavam maior HCM do que aqueles com
genotipo homozigoto selvagem A/A. A analise de covariancia revelou que a associagao
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polimorfismo rs7557939 (p=0,001) sobre 0 HCM dos pacientes com AF ¢ influenciado pela
acdo do tratamento com HU (p<0,001).

Na analise univariada para o rs7557939, foi identificada uma associagdo entre esse
SNP e os pacientes que apresentavam ulcera de MMI (p=0, 037) (TABELA 8). As demais
variaveis nao apresentaram diferengas estatisticas.

Tabela 8 — Relacao entre o polimorfismo rs7557939 do gene BCL11A4 e os parametros clinicos
dos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Nimero absoluto (%)
Clinicos A/A A/G G/G p valor
Crise Algica 0,222
Auséncia 2 (11,8) 4 (14,8) 0 (0,0)
Presenca 15 (88,2) 23 (85,2) 20 (100,0)
Ulcera de MMI 0,037
Auséncia 10 (58,8) 11 (45,8) 16 (84,2)
Presenca 7 (41,2) 13 (54,2) 3(15,8)
Litiase 0,513
Auséncia 9 (60,0) 9(47,4) 10 (66,7)
Presenca 6 (40,0) 10 (52,6) 5(33,3)
Trombose >(,999
Auséncia 14 (93,3) 18 (94,7) 15 (100,0)
Presenca 1(6,7) 1(5,3) 0 (0,0)
Necrose Ossea >(,999
Auséncia 16 (94,1) 23 (92,0) 18 (90,0)
Presenca 1(5,9) 2 (8,0) 2 (10,0)
Priaprismo 0,651
Auséncia 16 (94,1) 23 (92,0) 17 (85,0)
Presenca 1(5,9) 2 (8,0) 3(15,0)
AVC 0,879
Auséncia 15 (88,2) 23 (92,0) 17 (85,0)
Presenca 2 (1L,8) 2 (8,0) 3(15,0)
Hemossiderose 0,226
Auséncia 12 (80,0) 18 (94,7) 11 (73.,3)
Presenca 3 (20,0) 1(5,3) 4 (26,7)
STA 0,262
Auséncia 17 (100,0) 21 (84,0) 18 (90,0)
Presenca 0(0,0) 4 (16,0) 2 (10,0)
Convulsao 0,538
Auséncia 2 (100) 6 (100,0) 4 (80,0)
Presenca 0(0,0) 0 (0,0) 1 (20,0)
Colelitiase 0,592
Auséncia 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (60,0)
Presenca 2 (100,0) 3 (50,0) 2 (40,0)
Astenia 0,167
Auséncia 1 (50,0) 6 (100,0) 4 (100,0)
Presenca 1 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: MMI=Membros inferiores, AVC= AVC = Acidente Vascular
Cerebral; STA=Sindrome toracica aguda.



49

Apos realizacdo da regressdo nominal multivariada, encontramos que pacientes
com o genotipo heterozigoto A/G apresentavam menor chance de ter tilceras do que os pacientes
com os gendtipos homozigotos selvagem e mutante. Além disso, a analise multivariada, revelou
que o genotipo A/A se correlaciona com o aumento da chance de os pacientes com AF terem

crises algicas (p<0,001) (TABELA 9).

Tabela 9 — Regressao logistica multinominal para associar as ocorréncias de crises algicas ao
SNP rs7557939

IC 95% para Exp (B)

Variavel Genodtipo Wald  p valor Exp (B) Minimo Maximo
A/A 394,1 <0,001 990110,4  160785,3 609709,0
Crises algicas
A/G 0,75 0,0142 0,16 0,0364 0,69

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: A/A: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto, G/G homozigoto
mutante. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
4.2.2 Influéncia do polimorfismo do gene BLC11A na regido rs4671393 sobre os pardmetros
laboratoriais e clinicos.
Na analise do polimorfismo rs4671393 verificou-se a diferenga entre o nimero de
leucocitos (p=0,024) e plaquetas (p=0,027) entre as distribuicdes genotipicas do gene BCL11A
para esse SNP (TABELA 10).

Tabela 10 — Relacdo entre o polimorfismo rs4671393 do gene BCLIIA e os parametros
hematoldgicos e laboratoriais dos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Média (Minimo — Maximo)

Laboratoriais G/G G/A A/A p Valor
Hemacias (105/mm?) 2,4(2,1-2,7) 2,1 (1,8-2,7) 2,1 (2,1-2,1) 0,616
Hemoglobina (g/dL) 8,8 (5,37-12,3) 9,2 (6,7—11,1) 8,7(8,1-9,2) 0,915
Hematécrito (%) 25,4 (15,1 -38.,5) 26,8 (18,9 —33,8) 25,8 (23,3 -29,3) 0,851
VCM (fL) 99,0 (75,1 — 137,3) 106,6 (89,5 — 125,8) 98,9 (81,6 — 122,3) 0,448
HCM (pg) 34,6 (24,7 - 48,6) 37,0 (31,0 —44,7) 33,9 (24,9 — 44,0) 0,604
CHCM (g/dL) 34,8 (31,7-37,8) 35,4 (31,9 -52,9) 34,0 (30,5 -37,8) 0,604
Leucécitos (103/mm?) 8,7 (4,8 —15,0) 10,1 (5,6 — 17,4) 11,4 (5,1 -17,2) 0,024
Neutréfilos (103/mm?) 2,4(1,3-3.5) 43 (1,2-174) 6,2 (6,2—-06,2) 0,126
Plaquetas (103/mm?®)  319,0 (106,0 —597,0) 390,8 (123,6 —738,0)  431,8 (196,2 —685,3) 0,027
Hemoglobina Az (%) 3,1(3,0-3,3) 3,0(2,8-3,3) 2,5(2,5-2.5) 0,326
Hemoglobina F (%) 11,5 (1,9 -22,1) 16,4 (3,1 —32,5) 14,4 (7,8 —26,7) 0,259
Hemoglobina S (%) 82,2 (66,6 —96,0) 78,6 (63,5 -93,4) 80,9 (68,5 —90,6) 0,449

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM); Concentragao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).
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A andlise do SNP rs4671393 do gene BCLIIA de acordo com os parametros
laboratoriais, revelou uma influéncia sobre o niimero de leucocitos (p=0,024) e plaquetas
(»=0,019). Pacientes com o genodtipo homozigoto mutante A/A apresentaram maior nimero de

leucoécitos (p=0,019) e plaquetas (p=0,027) quando comparado com individuos homozigotos

selvagem G/G (TABELA 10, FIGURA 8).

Figura 8 — Relagdo entre o polimorfismo rs4671393 do gene BCL1IA e o numero de leucdcitos
e plaquetas de pacientes com Anemia Falciforme.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Nota: *p<0,05. ** pos teste p<0,05.

Tabela 11 — Relagao entre o polimorfismo rs4671393 do gene BCL11A e os parametros clinicos
dos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Numero absoluto (%)

Clinicos G/G G/A A/A___ pvaler
Crises Algicas 0,848
Auséncia 3(10,3) 3(10,3) 0(0,0)
Presenca 26(89,7) 26(89,7) 9(100,0)
Ulcera de MMI 0,033
Auséncia 17(60,7) 10(52,6) 9(100,0)
Presenga 11(39,3) 9(47,4) 0(0,0)
Litiase 0,448
Auséncia 15(62,5) 7(46,7) 6(75,0)
Presenga 9(37,5) 8(53.,3) 2(25,0)
Trombose 0,489
Auséncia 24(100,0) 14(93,3) 8(100,0)
Presenga 0(0,0) 1(6,7) 0(0,0)
Necrose Ossea 0,349
Auséncia 28(96,6) 17(85,0) 8(88,9)
Presenca 1(3,4) 3(15,0) 1(11,1)
Priaprismo 0,846
Auséncia 25(86,2) 18(90,0) 9(100,0)
Presenga 4(13,8) 2(10,0) 0(0,0)
AVC 0,649

Auséncia 26(89,7) 17(85,0)  9(100,0)
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Presenca 3(10,3) 3(15,0) 0(0,0)
Hemossiderose 0,089
Auséncia 17(70,8) 14(93,3) 8(100,0)
Presenca 7(29,2) 1(6,7) 0(0,0)
STA 0,230
Auséncia 27(93,1) 16(80,0) 9(100,0)
Presenca 2(6,9) 4(20,0) 0(0,0)
Convulsao >0,999
Auséncia 5(100,0) 5(100,0) 1(100,0)
Presenga 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Colelitiase >(,999
Auséncia 2(40,0) 2(40,0) 0(0,0)
Presenga 3(60,0) 3(60,0) 1(100,0)
Astenia >0,999
Auséncia 4(80,0) 4(80,0) 1(100,0)
Presenga 1(20,0) 1(20,0) 0(0,0)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: MMI=Membros inferiores, AVC= AVC = Acidente Vascular
Cerebral; STA=Sindrome toracica aguda.

Para avaliar o efeito do polimorfismo sobre o nimero de leucocitos e plaquetas
realizamos uma andlise de regressdo linear utilizando como covariaveis a HbS e o uso de HU.
A analise de covariancia revelou que nao existe influéncia do polimorfismo rs4671393 do gene
BCL114 (p=0,60) sobre o nimero de leucocitos quando este € controlado pela influéncia do uso
de HU (p=0,137). Entretanto, a analise de covariancia demonstrou que existe uma influéncia
do polimorfismo SNP rs4671393 (p=0, 012) sobre o nimero de leucdcitos, porém
independentemente dos niveis de HbS (p=0,054).

4.2.3 Influéncia do polimorfismo do gene BCLIIA na regido rsl186868 sobre os
parametros clinicos do paciente com Anemia Falciforme
A analise do polimorfismo rs1186868 do gene BCL 114 ndo demonstrou influéncia

sobre os parametros laboratoriais e clinicos nos diferentes genotipos do referido SNP.

Tabela 12 — Relagdo entre o polimorfismo rs1186868 do gene BCLIIA e os parametros
laboratoriais nos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Média (Minimo — Maximo)

Laboratoriais C/C C/T T/T p Valor
Hemacias (105/mm®) 22 (1,8-2,7) 22(1,8-2.7) 21 (2,1-2,1) 0,374
Hemoglobina (g/dL) 8,7 (54— 11,1) 9,1 (54— 11,1) 9,3 (7,1 — 12,3) 0,329
Hematécrito (%) 25,0 (15,1 — 31,8) 26,5 (15,6 — 33,8) 273 (20,7-38,5) 0,244
VCM (fL) 105,6 (81,6 — 137,3)  105,6 (87,6 — 125,8) 88,7 (75,1 —105,6) 0,059
HCM (pg) 36,9 (24,9 — 48,6) 36,8 (30,3 — 44,7) 30,4 (24,7 -363) 0,485

CHCM (g/dL) 34,8 (30,5 — 37,8) 35,4 (31,9 - 52,9) 343(31,9-37,5) 0,486
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Leucécitos (10/mm?) 10,1 (5,1 — 17.,4) 9,1 (5,1 - 15,0) 9,6 (4,8 — 15,0) 0,551
Neutréfilos (10%mm?) 4.8 (2,0~ 7.4) 3,5(3,5-3.5) 1,3 (1,3 1,3) 0,068
Plaquetas (10¥mm?®)  368,0 (106,0 — 685,3) 357,7 (123,6 — 738,0) 367,0 (111,0—597,0) 0,903
Hemoglobina Az (%) 2,9 (2,5 -3.3) 3,0 (3,0 - 3,0) 3,3(3,3-3.3) 0,099
Hemoglobina F (%) 16,2 (7,8 —29,7) 14,9 (3,1 — 32,5) 7,4 (1,9 - 20,1) 0,055
Hemoglobina S (%) 78,5 (65,5 — 90,6) 80,0 (63,5 — 93,4) 84.4 (66,6 —96,0) 0237

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM); Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

Tabela 13 — Relagao entre o polimorfismo rs1186868 do gene BCL11A e os parametros clinicos
nos pacientes com Anemia Falciforme.

Parametros Nuamero absoluto (%)
Clinicos CIC C/T T PYaler
Crises Algicas 0,112
Auséncia 0(0,0) 4(16,7) 2(15,4)
Presenca 21(100,0) 20(83,3) 11(84,6)
Ulcera de MMI 0,545
Auséncia 16(80,0) 11(52,4) 7(53,8)
Presenga 4(20,0) 10(47,6) 6(46,2)
Litiase 0,155
Auséncia 9(52,9) 9(52,9) 7(63,6)
Presenga 8(47,1) 8(47,1) 4(36,4)
Trombose 0,862
Auséncia 17(100,0) 16(94,1) 10(90,9)
Presenca 0(0,0) 1(5,9) 1(9,1)
Necrose Ossea 0,789
Auséncia 19(90,5) 20(90,9) 12(92,3)
Presenga 2(9,5) 2(9,1) 1(7,7)
Priaprismo >0,999
Auséncia 18(85,7) 21(95,5) 12(92,3)
Presenca 3(14,3) 1(4,5) 1(7,7)
AVC 0,725
Auséncia 18(85,7) 20(90,9) 11(84,6)
Presenga 3(14,3) 2(9,1) 2(15,4)
Hemossiderose 0,324
Auséncia 13(76,5) 16(94,1) 8(72,7)
Presenga 4(23,5) 1(5.,9) 3(27,3)
STA 0,306
Auséncia 19(90,5) 18(81,8) 13(100,0)
Presenga 2(9,5) 4(18,2) 0(0,0)
Convulsao >(),999
Auséncia 3(75,0) 5(100,0) 2(100,0)
Presenga 1(25,0) 0(0,0) 0(0,0)
Colelitiase 0,567
Auséncia 2(50,0) 3(60,0) 0(0,0)
Presenga 2(50,0) 2(40,0) 2(100,0)
Astenia 0,200
Auséncia 3(100,0) 5(100,0) 1(50,0)
Presenca 0(0,0) 0(0,0) 1(50,0)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: MMI=Membros inferiores, AVC= AVC = Acidente Vascular
Cerebral; STA=Sindrome toracica aguda.
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4.3 Analise dos polimorfismos dos genes de reparo ATM e ATR em pacientes com Anemia
Falciforme

A anélise do polimorfismo dos genes de reparo em pacientes com AF revelou que o
genotipo predominante nesses pacientes era o homozigoto selvagem para os dois genes, ATM
e ATR, 60% (G/G) e 86% (C/C) respectivamente. E importante enfatizar que os individuos
homozigotos mutantes foram raros, representando somente 1% da populacao estudada para os
dois genes (TABELA 14). Baseado nesse dado, adotamos o modelo de Modelo Genético de
Dominancia (selvagem versus mutante + heterozigoto), como descrito Clarke et al. (2011),
para realizar as analises de associagdes do polimorfismo dos genes de reparo entre as variaveis
clinicas e laboratoriais.

A andlise da frequéncia alélica demostrou que o alelo G possui frequéncia de 0,79 na
populagdo em estudo e alelo A teve uma frequéncia de 0,21 para o gene ATM, mostrando a alta
frequéncia do alelo selvagem na populacao. Semelhantemente, a frequéncia alélica para o SNP

rs2229032 do gene ATR foi maior para o alelo selvagem C (0,92).

Tabela 14. Frequéncia genotipica dos genes ATM e ATR em pacientes com Anemia Falciforme

Polimorfismo dos genes de NUmero absoluto e percentual (%)
reparo n %

ATM rs228593

Genotipo G/G (wt) 55 60

Genotipo G/A (ht) 36 39

Genotipo A/A (mt) 1 1
ATR rs2229032

Genotipo C/C (wt) 82 86

Genotipo C/T (ht) 12 13

Gendtipo T/T (mt) 1 1

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Gendtipo Selvagem (wt), Gendtipo heterozigoto (ht), Genétipo
polimérfico (mt).

4.3.1 Influéncia do polimorfismo do gene ATM na regido rs228593 sobre os parimetros
laboratoriais.

A andlise de do polimorfismo genético rs228593 do gene ATM revelou associagao
com HbF (p=0,023), HbS (p=0,010) e plaquetas (p=0,018) (TABELA 15). Pacientes com
genotipo heterozigoto e homozigoto mutante apresentaram maior quantidade de HbF e menor
quantidade de HbS (TABELA 15, FIGURA 9 e 10). Semelhantemente, pacientes heterozigotos
e homozigotos mutantes possuem menor quantidade de plaquetas quando comparados a

individuos homozigotos selvagens (G/G) (FIGURA 11, TABELA 14).
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Tabela 15 — Relagao entre o polimorfismo 1s228593 do gene ATM e os parametros laboratoriais
dos pacientes com Anemia Falciforme.

Gendtipos do ATM

Parametr
Laborateori(:lsis - G/.G - - G/A-I-.A/A - Vapl)or
Média  Minimo Maximo Meédia Minimo Maximo

Hemacias (10%/mm?) 2,3 1,3 3,5 2,4 1,4 3,3 0,694
Hemoglobina S (%) 9,0 58 11,7 9,2 58 11, 0,706
Hematdcrito (%) 26,2 16,9 33,8 26,6 17,3 334 0,721
VCM (fL) 108,2 88,5 134,6 109,1 92,5 125,2 0,761
HCM (pg) 37,6 29,4 46,9 37,6 32,1 42,3 0,993
CHCM (g/dL) 34,6 31,4 37,7 34,6 31,9 37,5 0,917
Leucocitos (103/mm?) 9,3 4.4 15,9 10,1 5,3 17,4 0,349
Neutrofilos (103/mm?) 4.6 2,0 95 4.8 1,2 95 0,726
Plaquetas (10°/mm?) 369,4 221, 641,0 314, 187,0 422, 0,018
Reticuldcitos 188341,0 47980,0 329300,0 202248,1 19500,0 355400,0 0,547
Hemoglobina Az (%) 3,1 2,3 3,6 3,1 2,5 3,6 0,555
Hemoglobina F (%) 11,2 1,8 22,8 14,9 8,1 27,3 0,023
Hemoglobina S (%) 81,8 65,1 93,4 78,7 68,1 88,5 0,010

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

Pacientes heterozigotos ¢ homozigotos mutantes possuem maior quantidade de

hemoglobina fetal do que pacientes homozigotos selvagens (FIGURA 9).

Figura 9 — Associacdo do polimorfismo rs228593 do gene ATM e a percentagem e

hemoglobina fetal.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Teste T <0,005.

Pacientes heterozigotos e homozigotos mutantes possuem menor quantidade de
hemoglobina fetal do que pacientes homozigotos selvagens (FIGURA 10).
Figura 10 — Associagdo do polimorfismo rs228593 do gene ATM e a percentagem de



hemoglobina falciforme (F). Teste T <0.05.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Teste T <0,05.

Pacientes homozigotos mutantes e heterozigotos possuem menor quantidade de

hemoglobina fetal, do que pacientes homozigotos selvagens (FIGURA 11).

Figura 11 — Associagdo do polimorfismo rs228593 do gene ATM e o nimero de plaquetas.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Teste T <0,05.

Andlise do polimorfismo rs228593 do gene ATM nao apresentou nenhuma

associacao com os parametros clinicos da doenca (TABELA 16).
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Tabela 16 — Relagao entre o polimorfismo rs228593 do gene ATM e os parametros clinicos nos
pacientes com Anemia Falciforme.

Polimorfismo do ATM
Dados clinicos G/G G/A+A/A p Valor
n % n %

Crise Algica
Auséncia 1 2,0% 3 5,9% 0,316
Presenca 27 52,9% 20 39,2%

Ulcera de MMI
Auséncia 18 36,7% 15 30,6% 0,910
Presenca 9 18,4% 7 14,3%

Litiase
Auséncia 4 44,4% 1 11,1% >(0,999
Presencga 3 33,3% 1 11,1%

Trombose
Auséncia 7 77,8% 2 22,2% >(0,999
Presenca 0 0,0% 0 0,0%

Necrose 0ssea
Auséncia 26 52,0% 22 44,0% >(0,999
Presenca 1 2,0% 1 2,0%

Priapismo
Auséncia 27 54,0% 23 46,0% >0,999
Presenca 0 0,0% 0 0,0%

AVC
Auséncia 25 50,0% 20 40,0% 0,651
Presenca 2 4,0% 3 6,0%

Hemossiderose >0,999
Auséncia 6 66,7% 2 22,2%
Presenca 1 11,1% 0 0,0%

STA
Auséncia 24 48,0% 18 36,0% 0,444
Presenca 3 6,0% 5 10,0%

Dispneia
Auséncia 18 43,9% 15 36,6% 0,238
Presenca 2 4,9% 6 14,6%

Convulsao
Auséncia 20 48,8% 19 46,3% 0,488
Presenca 0 0,0% 2 4,9%

Colelitiase
Auséncia 11 26,8% 14 34,1% 0,530
Presenca 9 22,0% 7 17,1%

Astenia
Auséncia 19 47,5% 18 45,0% >(0,999
Presenca 1 2,5% 2 5,0%

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Membros inferiores (MMI), Acidente Vascular Cerebral (AVC);
Sindrome toracica aguda (STA).
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4.3.2 Influéncia do polimorfismo do gene ATR na regido rs2229032 sobre os pardmetros

laboratoriais e clinicos.

A andlise dos polimorfismos rs2229032 do gene ATR nao demonstrou nenhuma

associacao com as variaveis laboratoriais e clinicas dos pacientes com anemia falciforme.

Tabela 17 — Relagao entre o polimorfismo rs2229032 do gene ATR e os parametros laboratoriais
dos pacientes com Anemia Falciforme.

Gendtipos do ATR

leni)l;)il:t(:)t:i(;sis C/C C/T varl)or
Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo

Hemacias (10%/mm?) 2,35 1,30 3,50 2,44 2,10 2,80 >0,05
Hemoglobina (g/dL) 9,12 5,80 11,70 9,32 8,10 11,10 >0,05
Hematocrito (%) 26,40 16,90 33,81 26,46 23,90 30,60 >0,05
VCM (fL) 108,90 88,57 134,62 109,51 92,50 122,07 >0,05
HCM (pg) 37,76 29,43 48,42 38,56 32,50 45,07 >0,05
CHCM (g/dL) 34,63 31,45 37,77 34,99 33,03 36,92 >0,05
Leucocitos (103/mm?) 9,7 5,3 17,4 9,5 4.4 14,0 >0,05
Neutrofilos (10°/mm?) 4,5 1,3 9,5 5,5 2,4 9,5 >0,05
Plaquetas (103/mm?) 347,7 187,0 641,0 300,1 229,7 4232  >0,05
Reticuldcitos (103/mm?) 200,2 19,5 355,4 165,1 108,2 255,3 >0,05
Hemoglobina F (%) 12,85 1,80 27,30 13,55 7,90 2490 >0,05
Hemoglobina A2 (%) 3,13 2,30 3,60 3,19 2,50 3,60 >0,05
Hemoglobina S (%) 80,82 68,10 93,40 81,68 71,20 88,50 >0,05

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Volume Corpuscular Médio (VCM); Hemoglobina Corpuscular

Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

Tabela 18 — Relagdo entre o polimorfismo 152229032 do gene ATR e os parametros clinicos dos
pacientes com Anemia Falciforme.

Polimorfismo do ATR
Dados clinicos C/C C/T p Valor
n % n %
Crise Algica >0,05
Auséncia 5 7,7 0 0,0
Presenca 52 80 8 12,3
Ulcera de MMI >0,05
Auséncia 39 61,9 7 11,1
Presenca 16 25,4 1 1,6
Litiase >0,05
Auséncia 14 63,6 3 13,6
Presenca 5 22,7 0 0,0
Trombose >(,05
Auséncia 19 86,4 3 13,6
Presenca 0 0,0 0 0,0
Necrose 0ssea >0,05
Auséncia 52 81,63 8 12,5
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor. Legenda: Membros inferiores (MMI), Acidente Vascular Cerebral (AVC);
Sindrome toracica aguda (STA).
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5 DISCUSSAO

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo variagdes da sequéncia de DNA
que ocorrem quando um unico nucleotideo na sequéncia do genoma ¢ alterado. Os SNPs sédo
uma ferramenta importante para o estudo do genoma humano. A aplicacdo da analise de SNPs
em doengas humanas permite a exploracdo da influéncia de polimorfismos genéticos na
suscetibilidade a doencas, sensibilidade/resisténcia a medicamentos e, nas variagdes clinicas
dos pacientes (BROOKES et al., 1999; KARKI et al., 2015).

As bases genéticas associadas a clinica dos pacientes com AF é ainda pouco
compreendida, sobretudo a sua influéncia nos processos fisiopatoldgicos que apresentam uma
natureza interligada e que culminam com diferentes fenotipos. As descobertas bioldgicas feitas
durante estudos de associacao genética demonstraram o papel do gene BCL11A na modulagédo
da expressdo do gene que codifica a HbF. O polimorfismo do gene BCL11A atualmente tem
sido utilizado como uma ferramenta para predizer, juntamente com outros loci genéticos, 0s
niveis de HbF (GARDNER et al., 2016). O presente trabalho demostrou uma associacdo dos
polimorfismos genéticos do gene BLC11A nas rs7557939 e rs4671393 com diversos parametros
clinicos e laboratoriais. Além disso, para a nossa surpresa, verificou-se que as variantes
genotipicas do polimorfismo do gene ATM na rs228593 demonstraram modular 0s niveis de
HDbF e de HbS.

A HbF pode inibir a polimerizacdo da HbS, sendo, portanto, considerada um
importante modulador da fisiopatologia na AF. Seu aumento reduz a concentragao intracelular
média de HbS, diminuindo, assim, as consequéncias fisiopatologicas causadas pela
polimerizacdo da mesma. Na maioria dos adultos com AF, os niveis de HbF estdo aumentados,
no entanto a magnitude deste aumento ¢ muito variavel. Sua concentracao e distribuicao entre
os eritrocitos sdo hereditarias e a sua expressao ¢ regulada por elementos ligados ao complexo
do gene da f-globina que, por sua vez, sdo associados aos haplétipos do gene da f-globina, aos
elementos associados ao gene BCLIIA e a regido intergénica HBS1L-MYB. Destaca-se que a
producao de HbF ¢ restrita a um pequeno niimero de precursores eritroides conhecido como
células-F e que as bases genéticas responsaveis pela distribui¢do de HbF entre essas células
ainda nao foram estudadas (AKINSHEYE et al., 2011; STEINBERG et al., 2014).

Diversos trabalhos realizaram associagao de estudos de genomas com a quantidade
de HbF em pacientes com AF (ADEYEMO et al., 2018). SNPs comuns no gene BCL11A4 foram
associados com os niveis de células F ou HbF em populagdes europeias e sardianas (MENZEL
et al., 2007; UDA et al., 2008). Uda et al. (2008) demonstraram que o SNP intronico

rs11886868 do gene BCL11A, correlaciona-se fortemente com os niveis de HbF. Lettre et al.
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(2008) genotiparam os SNPs rs11886868, rs4671393 e rs7557939 em um coorte de pacientes
africanos e brasileiros com doenga falciforme e replicaram fortemente a associacdo descrita
pelo estudo de Uda e al. (2008), ou seja, demostraram, associagdes fortes dos SNPs com
variacoes no nivel de HbF. No presente estudo, encontramos uma associagao entre individuos
com o genotipo heterozigoto (G/A) para polimorfismo do gene BLC11A4 na regido rs7557939 e
o aumento da quantidade de HbF. Nao observamos associacdo de HbF com os outros SNPs
estudados, indicando, provavelmente, que o polimorfismo rs7557939 ¢ o principal modulador
genético na presente populacao.

A avaliacdo do SNP rs4671393 do gene BCL11A em populagdes africanas
(WONKAM etal., 2014) e brasileiras (LETTRE et al., 2008) demostrou, independentemente
do nivel de HbF, sua influéncia sobre diversos parametros hematoldgicos, incluindo a contagem
de leucdcitos e de plaquetas. Avaliaram, também, que essa modulacéo no nivel de leucdcitos e
plaquetas foi independente do uso da HU. Portanto, é provavel que o SNP rs4671393 seja um
importante marcador biologico na fisiopatologia da AF.

E importante destacar que as plaquetas sdo essenciais para a hemostase e também
podem promover a inflamagdo. A ativagao plaquetaria ¢ elevada em pacientes com AF e,
durantes as crises vaso ocusivas, sao mais marcantes. As plaquetas ativadas promovem a adesao
do eritrocito falciforme ao endotélio vascular humano secretando trombospondina, podendo,
assim, contribuir para trombose e hipertensao pulmonar observada nos pacientes com AF. As
plaquetas, também, podem se ligar aos eritrocitos, mondcitos e neutrdfilos para formar
agregados e marcar o inicio do processo inflamatorio (ZHANG et al., 2016; CURTIS et al.,
2015). Portanto, o aumento de plaquetas em pacientes com AF pode estar associado a um estado
inflamatorio mais intenso e, consequentemente, um pior progndstico. Sendo assim o rs4671393
pode identificar pacientes com um progndstico desfavoravel em AF.

Na avaliacdo dos polimorfismos dos genes de reparo, demostramos uma associa¢ao
entre 0s pacientes que apresentavam o alelo mutante do SNP rs228593 (pacientes heterozigotos
e homozigotos mutantes) do gene ATM e os niveis aumentados de HbF. Zhu et al. (2014),
demostraram que o uso de hidroxiuréia aumentou a quantidade de HbF em precursores
eritroides. Este mesmo grupo demonstrou que a HU aciona a proteina ATM que,
consequentemente, estimula intracelularmente uma via de transducéo de sinais mediadas pelo
fator nuclear kB (NF-kB), o qual induz a ativagdo de uma proteina sinalizadora denominada
SARL (secretion-associated and ras-related). Esta, por vez, aciona a c-Jun associada a proteina
G (JNK) e leva a producéo de HbF nos precursores eritroides. Green, (2014), em comentério

ao artigo de Zhu et al. (2014) cita que a HU depleta um pool de desoxirribonucleotideo e inibe
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areplicacdo e o reparo do DNA, gerando danos no DNA. Green, (2014) enfatiza que a resposta
ao dano ao DNA induzido pela hidroxiureia parece ser o responsavel pela inducdo de HbF
através de um mecanismo de sinalizacdo genérica, mas que direciona a ativacdo da y-globina
através de SAR1 em progenitores eritroides. Sendo assim, o uso diario e repetitivo de HU
desloca o desenvolvimento eritroide para uma produgdo melhorada de HbF através da ativaco
de uma via de estresse celular. Nesse contexto, demostramos que o ATM pode ser, também,
um importante modulador dos niveis de HbF em pacientes com AF. Ademais, destacamos que
as variacOes polimorficas do gene ATM podem gerar modulagdes diferentes nos niveis de HbF
em pacientes com AF e isso pode estar diretamente associado a resposta ao tratamento com
HU.

O presente trabalho demonstrou uma associacdo de moduladores genéticos
(BCL11A e ATM) com importantes marcadores biologicos da AF, como é o caso da HbF. A
HbF é a responsavel por inibir a polimerizagdo da HbS, um dos pricipais eventos fisiopatologia
da doenca. Dessa forma, compreender como niveis de HbF sdo modulados sdo de fundamental
importancia e precisam ser melhor estudados. Portanto, a HbF pode ser o alvo molecular mais
importante para o desenvimento novas terapias futura para pacientes com AF. Estudos futuros
poderdo validar essa multiplas variantes genéticas, incluindo as variantes para o gene ATM, na
modulacdo dos subfendtipos comuns da doenca. Até o presente momento, ndo existe relatos da
fungéo do gene ATM em pacientes com AF. Estudos mais complexos que contemplem coortes
de pacientes, novos métodos de genotipagem de alto rendimento, juntamente com técnicas
analiticas como redes bayesianas, podem gerar assinaturas genéticas de pacientes com AF que

poderdo ser importantes para a pratica clinica.
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6 CONCLUSAO

e Pacientes apresentaram um perfil clinico e laboratorial compativel com a doenca em
estudo. O tratamento com HU influenciou no aumento dos parametros VCM e HCM, e
diminui¢do da leucometria e dos neutréfilos, e reduziu significativamente a ocorréncia de
ulcera de membros inferiores (MMI);

e A frequéncia dos gendtipos para o gene BCL11A na regido rs7557939 foi de 27,1% (A/A),
40,7% (A/G) e 32,2% (G/G); regido rs1186868 foi de 38,9% (C/C), 38,9% (C/T) e 22,2%
(T/T); regido rs4671393 foi de 47,3% (C/C), 38,2% (C/T) e 14,5% (T/T);

e A frequéncia dos genotipos foi de 60% (G/G), 39% (G/A) e 1% (A/A) para o gene ATM; e
para o gene ATR, foi de 86% (C/C), 13% (C/T) e 1% (T/T),

e O polimorfismo do gene BCLIIA, na regido rs7557939 revelou uma relagdo entre os
diferentes gendtipos, o uso de HU e com os niveis de HbF, VCM e HCM, leucocitos e
plaquetas, crises algicas e o niumero de ulceras do MMI. Na andlise do polimorfismo
genético 15228593 do gene ATM foi evidenciado associacdo para os pardmetros
laboratoriais (HbF, HbS e plaquetas), e ndo houve para os parametros clinicos. A andlise
dos polimorfismos rs2229032 do gene ATR nao demonstrou nenhuma associagdo com as

varidveis laboratoriais e clinicas em pacientes com anemia falciforme.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE
FEDERAL po CEARA

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

\océ esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Influéncia dos
polimorfismos do gene BCL11A na funcédo renal de pacientes com Anemia Falciforme:
correlacdo com novos biomarcadores de diagndstico precoce”, que tem como objetivo
principal avaliar o uso de novos biomarcadores de lesdo renal precoce, associando-0s com
polimorfismos do gene BCL11A. A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente
voluntéaria e consciente, ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensacao material.
Para tanto, necessitamos que o Sr.(a) autorize a obtencédo de 2 (duas) amostras de sangue e uma
amostra de urina para que a pesquisa seja realizada. As coletas das amostras serdo realizadas no
Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC). A
participacdo na pesquisa, ndo ira lhe expor a nenhum risco que possa comprometer a sua saude,
havendo apenas a possibilidade de formacdo de uma pequena mancha roxa devido a coleta do
sangue. O senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo
de sua assisténcia médica. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacéao
dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de &mbito
cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Sera, no
entanto, permitido o acesso as informacdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € Romélia Pinheiro
Gongcalves, endereco para contato: Rua Capitdo Francisco Pedro,1210 — Porangabussu, CEP
60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se 0 Senhor(a) tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capitdo Francisco Pedro,
1290 - Rodolfo Tedfilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail: cephuwc@huwec.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informacdes que
leu ou que foram lidas para vocé sobre os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneracéo para participar do
estudo e se 0 Senhor(a) concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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UNIVERSIDADE
FEDERAL po CEARA

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO
DE POLIMORFISMOS DE GENES DE REPARO DE FITA DUPLA EM PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME”, que tem como objetivo principal ¢ avaliar os
polimorfismos de genes de reparo de fita dupla em pacientes com Anemia Falciforme. A
participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntaria e consciente, ndo havendo
qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Para tanto, necessitamos que o Sr.(a)
autorize a obtengdo de 1 (uma) amostra de sangue para que a pesquisa seja realizada. As coletas
das amostras serdo realizadas no Ambulatorio de Hematologia do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (HEMOCE). A participacdo na pesquisa, ndo ira lhe expor a nenhum
risco que possa comprometer a sua saude, havendo apenas a possibilidade de formagao de uma
pequena mancha roxa devido a coleta do sangue. O senhor (a) pode desistir de participar da
pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua identidade sera
mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacao dos resultados totalmente proibida a terceiros,
ficando restrita a discussao académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer
possibilidade de identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as
informacodes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador ¢ Islara Rodrigues
Cavalcante, endereco para contato: Rua Capitao Francisco Pedro,1210 — Porangabussu, CEP
60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se o Senhor (a) tiver alguma consideracao ou duvida sobre a €tica da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capitio Francisco Pedro,
1290 - Rodolfo Teofilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail: cephuwc@huwec.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que
leu ou que foram lidas para vocé€ sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes € que sua participacao € voluntaria, que ndo ha remuneracao para participar do
estudo e se o Senhor (a) concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA

HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS DO GENE BCLT1A MA FUN@.I—":D REMAL DE
PACIENTES COM AMEMIA FALCIFORME: CDRFEELA[;.E-.CI COM NOVOS
BIOMARCADORES DE DIAGNOESTICO PRECOCE

Pesquisador: Talyta Ellen de Jesus dos Santos

Area Tematica: Genética Humana:

rata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
etica por parte da CONEFR;);

Versao: 2

CAAE: 48931915.2.0000.5045

Instituigdo Proponente: Universidade Federal do CearaHOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Momero do Parecer: 1.228634

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal. observacional e analitice com pacientes adultos com diagnastico
molecular de Anemia de Celulas Falciformes, em acompanhamento

ambulatorial no Hospital Universitaric Walter Cantidio (HUWC) em Fortaleza, Ceard, no periodo de abri de
2015 a absl de 2017

Objetivo da Pesquisa:

Primiaric: Avaliar o uso de novos biomarcadores de les3o renal precoce, associando-0s com polimarfismios
do gene BCL11A.

Secunddrios: Investigar a disfunc@o renal em pacientes com anemia falciforme, utilizando marcadores
tradicionais de fun{;.a' renal; -Avaliar o papel do KIM-1, NGAL, NAG, MCP-1 como nowos biomarcadores
para a deteccao de afteragies renais precoces; Investigar os polimorfismos do gene BCL11A nos pacientes:
Comelacionar os polimorfismes do gene BCL11A com as manifestagbes clinicas dos pacientes e Investigar a
influEncia de polimorfismos no

gene BCLT1A nos mancadores de fungao renal.



HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ @W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Ciritivs il iy Prademond - 1 2788 534

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Rizcos - Segundo 3 pesquisadora 30 minimos & havera o cuidado de reduzi-los atraves de cuidados na
coleta de sangue do participante da pesquisa.

Beneficios - Descobrir anomalidades no funcionamento dos rins e oferecer o tratamento adequado dos
participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

& pesquisa & factivel & foram contempladas as pendéncias apontadas em parecer anterior.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Termos de Apresentagao obrigatoria presentes e adequades, de acordo com a Resolugdo 488/12 do
CHSICOMNEP.

Pendéncias Atendidas.

Recomendagdes:

Sem recomendagies.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:

Tendo sido atendidas as pendéncias constantes de parecer anterior o Projeto redne condigbes para a sua
aprovagde.

Consideragtes Finais a critério do CEP:

A pesquisadora devera apresentar a este CEPMHIUWE, relatonio apas o término do estudo.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 15 de Setembro de 2015

Assinado por:
Maria de Fatima de Souza
{Coordenador)

Endsrego:  FRua Capklc Frandscoo Pedro, 0@ 1250

Eakro: RodofoTed CEP: g0.430-370
UF: CE Munizipls: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8613 Fax: ([BE3284-4351 E-mall: cephusoflihuec ufc br

Pisgirms 2 . D34
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titule da Pesquisa: A'IJALIP.'!;.!\G DE POLIMORFISMOZ DE GEMES DE REPARC DE FITA DUPLA EM
FACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Pesquisador: ISLARA RODRIGUES CAVALCANTE

Area Temdtica: Genética Humana:
{Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de analise
efica por parte da CONER;);

Versao: 1

CAAE: D1334918.8.0000.8152

Instituigdo Proponents: SECRETARLA DA SAUDE DD ESTADOD DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamente Propric

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.070.2685

Apresentagao do Projeto:

A anemia falcforme (AF) & uma doenga monopénica causada por uma mutagao pontual no gene da -globina
que resulta na produgio de uma hemaglobina 5 (HBS) anormal, em homozigose. A concentragio da
Hemoglobina Fetal {(HbF) & um importante medulador clinico na doenca. A

concentragdo da mesma varia de acerdo com os haplotipes do gene da hemoglobina 5. A AF &
caracterizada por apresentar um processo inflamatorio cronica, aumento do estresse oxidativo, risco de
infecgdes, os quais, juntaments com a hipdaia, tém sido associados 3 instabilidade genédtica e funcionam
como um fator de riseo para o desenvolvimento de alteragbes genéticas. A instabifidade genética pode sungir
a partr de uma

resisténcia a apoptose mediada por hipoxia e diminuigio de mecanismes de reparo do DMA, levando ao
auments das taxas de mutagénese. A proteina quinase de ataxia telangiectasia mutada (ATM) & o ATR
[ataxia telanpiectasiaand Rad3-related) participam na regulagdo a resposta celular s guebras de cadeia
dupda do DNA. Portanto, o presente frabakho teve como objetive avaliar os polimorfismos dos genes de
repare de fita dupla (ATM & ATR) e sua associagie com a clinica e os dados laboratoriais nos paciente com
AF. Trata-se de um estudo transversal, analitico e cbservacional com 50 pacientes com AF. em estado
basal, com & sem uso de Hidroxiuréia (HU) & em 50 individuos controles doadores de sangue.
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Os dados dinicos e laboratoriais (hemograma e eletroforese da hemoglobina) foram cbtidos através dos
prontuarios. Os polimorfismos genéticos serdo avaliades pelo ensaie de discriminagio aléica para
genofipagem com o use de oiigonudclectidecs & sondas Tagman® AssayProbes atraves técnica de gPCR.
As diferencas entre as distribuighes alélicas e genotipicas, os modeles genéticos & a analise do Equilibrio de
Hardy-Weiberg (p=0.05) serio analisadas com o teste de qui-quadrado (com um grau de liberdade) ou teste
exatn de Fisher.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Aualiar os pofimorfismos de genes de reparo de fita dupla em pacientes com Anemia Falciforme.

Coontinui:ln de Paiscel 970 255

Ohbjetive Secundario:

-Analizar podmorfismoes de gens ATM rs223503 ATR s22200032--Associar o5 achados moleculares com a5
varavess oinicas encontradas em pacientes com anemia faloforme:

-Analisar & caracterizar o perfil sociodemografico e caracteristicas hematoligicas de pacientes com anemia
falciforme, fratados com hidroxiureia e nao tratados;

-Associar os polimorfismos de gene de reparo ATM, ATR 2 fisiopatologia da anemia falciforme;

- Associar os pelimeorfismes de gene de repare ATM, ATR 3 ufilizagdo da Hidroxiuréia (doseftempae)-
Associar os polimorfismos a3 quantidade de HbF dos pacientes.

Awaliagao dos Riscos e Beneficios:

(s riscos relacionades 3 pesquisa serdo relacionades a aspectos morais para as situagdes nas quais os
CAESOS precncherem o critérios de inclus3o do estudo somente pelos registros do prontuanio. Nao havera
exames complementares, havera um risco minima relacionado 3 coleta de sangue. considerados
estatisticamente insignificantes, guando respeitado as normas técnicas padrbes.

Beneficios:

A pesguisa vai contribuir com informacdes cientificas para a instituigio e para os médices e pacientes afim
de estimar como o os pofimorfismos podem fetar na diinica e no tratamento de anemia falciforme.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

4 Anemia Falcforme & uma doenca com risco de vida, caracterizada por graves episddios de dor e danos
crimicos Nos orgaos levando, muitas vezes, 3 more prematura. Embora isso seja causado por uma Unica
alteragdo genética, ha uma grande heterogeneidade na apresentagdo clinica
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Considerages sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O refendo projeto apresentou todes os termos & compromissos Necessanos para q:m'ual;a'u & viabilidade
atica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O Comité de Etica em Pesquisa do Centre de Hematologia & Hemoterapia do Ceard ANALISOU e MAD
INDICOLU PENDENCIAS concluindo parecer favoravel 3 realizacio do projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado por unanimidade pelo comite. Sem pendencias sticas e pode contribuir para melhor
entendimento & comoreensao da anemia falcifome.

Continuscio de Pareoes. 3970 355

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

FORTALEZA 24 de Qutubro de 2018

Assinado por:
JOAD MARCOS DE MEMESES E SILVA
{Coordenadona))
Emderegoc Ay Josd Bastos n® 3390 - Rodiolio Teofio
Ealro: RODCOLFD TESFLO CEF. sn431-0s8
WF: CE Munioiplo: FORTALETA
Telefors: [853901-2273 E-mall: drjoaomarnsmenesesfihatmal oom

Figns D« s [
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ANEXO B - SUBMISSAO DO ARTIGO

International Jourmnal of Hematology
Clinical difference between twins with sickle cell anemia

Full Tia:
Agticlo Typac

Ordar of Sthors Secondary Information:

Funding Informaticr:

Suggosied Roviowers:

Addiional information:
Caseation

H tha first authar is not a member of tha

—Manuscript Drafi—

Clnical difforence batwoan teins with sickis ooll anEms
‘Caso Aoport
ContralSouth Amoenca
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Fortnleen, Cearn BRAZIL

Post-Graduation Program in Pharmoceutical Scionces, Fodom| University of Coard
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oonmnbuie 1o the undersmnding of the clinical heterogeneity of SCA
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ANEXO C — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO

---------- Forwarded message ---------

From: Editorial Office International Journal of Hematology (UHM) <em@editorialmanager.com>

Date: ter, 30 de out de 2018 4s 19:10

Subject: JHM-D-18-00542 : Submission Confirmation for Clinical difference between twins with sickle cell anemia
To: Marilia Racha Laurentino <marilialaurentino@gmail.com>

Submission ID: JHM-D-18-00542
Dear Dr. Laurentino,

Your submission entitled "Clinical difference between twins with sickle cell anemia™ has been received by journal International
Journal of Hematology.

This e-mail simply acknowledges receipt of your submission. It does not imply that the paper will be sent out for formal review.
Should the editors decide for editorial reasons that the paper is unsuitable for publication in International Journal of
Hematolagy, you will be informed as soon as possible.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author. The URL is
https://ijhm.editorialmanager.com/.



