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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditaria autossémica causada
por uma mutacdo pontual no gene da beta globina gerando uma hemoglobina
anormal denominada de hemoglobina S (HbS), em homozigose. A doenca se
caracteriza por apresentar uma variabilidade do quadro clinico, que se deve a
multiplos fatores, dentre eles a concentracdo de hemoglobina fetal (HbF), os
haplétipos do gene da beta globina e os polimorfismos do gene BCL11A, entre
outros. A avaliacdo dos moduladores genéticos na AF tem sido desenvolvida com a
finalidade de melhorar o entendimento da sua fisiopatologia e direcionar a
abordagem terapéutica objetivando sua individualizacdo. A pesquisa se prop6s a
determinar a modulacdo genética dos polimorfismos do gene BCL11A (rs4671393,
rs7557939 e rs1186868) sobre o perfil inflamatdrio, hemolitico, no estresse oxidativo
e nas concentragbes das HbF, HbS nos pacientes portadores de AF, em estado
estacionario. O estudo foi do tipo transversal e analitico com 42 pacientes adultos,
em acompanhamento ambulatorial no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), com diagnoéstico molecular e haplotipos do gene da beta globina S
previamente realizados. Os pacientes estavam em uso de Hidroxiuréia (HU), em
média, 20mg/kg de peso corporal. Amostras biologicas de sangue periférico foram
obtidas para a realizacdo dos exames laboratoriais: as dosagens das citocinas pré
inflamatdrias IL-6, IL-17, TNF-alpha e das antiinflamatérias IL-10 e TGF-beta, por
Elisa; contagem de reticulécitos por metodologia manual, dosagem de
metemoglobina (MetHb) e lactato desidrogenase (LDH), por espectrofotometria; do
nitrito (NOx), malonaldeido (MDA) séricos, as enzimas antioxidantes eritrocitarias,
catalase (CAT) e da glutationa peroxidase (GPx) por kits e espectrofotometria. Os
polimorfismos genéticos do gene BCL11A nas regifes, rs4671393, rs7557939 e
rs1186868 foram determinados por Real Time PCR. As dosagens da HbF e HbS
foram realizadas por HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Os dados
idade, sexo e eventos clinicos foram obtidos dos prontuarios. Toda a andlise
estatistica foi realizada usando o software livre R, na versdo 3.1.2. Para analise da
frequéncia do sexo e dos gendtipos, por regido e das associacdes entre o tipo de
haplétipo e dos eventos clinicos com as regides do BCL11A, foram usados os testes
de Qui-quadrado e o exato de Fisher. Realizou-se o teste paramétrico de ANOVA
(obtido sob suposicdes distribucionais), bem como o teste nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis para a analise da associacdo dos gendétipos do gene BCL11A com a
idade, os niveis de HbS, HbF, perfil inflamatorio, hemolitico e do estresse oxidativo.
Foi considerado significante ao nivel de 5%. A maioria dos pacientes (57,14%) era
do sexo feminino. A idade dos pacientes incluidos foi de 18 a 65 anos, com valor
meédio e mediano de 35,1 e 33 anos, respectivamente. Somente a rs7557939 do
BCL11A, o gendtipo A/G foi o mais prevalente e a prevaléncia do genoétipo A/G foi
maior nas mulheres , enquanto nos homens a prevaléncia maior foi do gendtipo A/A.
No entanto, a rs1186868 do BCL11A, a maioria (56,52%) das mulheres
apresentaram o genaétipo C/T e a metade dos homens apresentaram o genotipo T/T.
Nenhuma regido do gene BCL11A apresentou associacdo significativa com os



haplétipos do gene da beta globina S. Em relagdo a moducéo do gene BCL11A com
os niveis de HbS e HbF, verificou-se que na rs1186868 houve resultado significativo
do gendtipo mutante T/T, que apresentou maiores niveis de HbS e menores niveis
de HbF. Na rs7557939 houve uma diminui¢do significante de HbF no alelo mutante
A/A, porém, ndo houve relacdo com a HbS. Nao houve associacdo entre os SNPs,
nas trés regibes estudadas, com relacdo ao numero médio/mediano dos
moduladores inflamatérios, marcadores de hemdlise, do estresse oxidativo e dos
eventos clinicos, ao nivel de 5%.0s achados reforcam a hipotese da moducéo
genética dos polimorfismos do gene BCL11A em relag&o aos niveis de HbF, onde os
alelos selvagens, nas regifes rs7557939 e rs1186868 apresentaram um carater
protetor no prognostico em decoréncia de terem apresentado aumento dos niveis de
HbF, nos pacientes com AF do estudo.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Polimorfismo Genético, Hemoglobina fetal ,
Inflamacao, Dialise renal, Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is an autosomal hereditary hemoglobinopathies caused by
a point mutation in the beta globin gene generates an abnormal hemoglobin called
hemoglobin S (Hb S) in homozygous. The disease is characterized by presenting a
variability of symptoms, which is due to multiple factors, including fetal hemoglobin
(HbF), the haplotypes of the beta globin gene and polymorphisms BCL11A gene,
among others. The assessment of genetic modulators in AF has been developed in
order to improve the understanding of its pathophysiology and direct therapeutic
approach aiming his individualization. The research set out to determine the genetic
modulation of polymorphisms BCL11A gene (rs4671393, rs7557939 and rs1186868)
on the inflammatory profile, hemolytic, oxidative stress and the concentrations of
HbF, Hb in patients with AF, in steady state. The study was cross and analytical type
with 42 adult patients receiving outpatient treatment at the University Hospital Walter
Cantidio (HUWC), with molecular diagnostics and haplotypes of the beta globin gene
S previously realized. The patients were taking hydroxyurea (HU), on average 20 mg
/ kg body weight. Biological samples of peripheral blood were obtained for performing
laboratory tests: The dosages of IL-6 pro-inflammatory cytokine, IL-17, TNF-alpha
and IL-10 and anti-inflammatory TGF-beta by ELISA; reticulocyte counts by the
manual method, dosage methemoglobin (MetHb) and lactate dehydrogenase (LDH)
by spectrophotometry; nitrite (NOx), malondialdehyde (MDA) serum, erythrocyte
antioxidant enzymes catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) for kits and
spectrophotometry. Genetic polymorphisms of BCL11A gene regions, rs4671393,
rs7557939 and rs1186868 were determined by Real Time PCR. Dosages of HbF,
and HbS were performed by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). The
data age, sex and clinical events were obtained from medical records. All statistical
analysis was performed using the free software R, in version 3.1.2. To analyze the
frequency of sex and genotype by region and associations between the type of
haplotype and clinical events with the regions of BCL11A, they used the chi-square
test and Fisher's exact. Held the ANOVA parametric test (obtained under
distributional assumptions), and the non-parametric Kruskal-Wallis to analyze the
association of genotypes BCL11A gene with age, the levels of Hb, HbF, inflammatory
profile, hemolytic and oxidative stress. It was considered significant at the 5% level.
Most patients (57.14%) were female. The age of the included patients was 18-65
years, mean and median value of 35.1 and 33 years respectively. Only rs7557939 of
BCL11A, genotype A/ G was the most prevalent and the prevalence of genotype A/
G was higher in women, while in men the highest prevalence was genotype A / A.
However, rs1186868 of BCL11A, the majority (56.52%) of women had the C / T
genotype and half the men showed the T / T genotype. No BCL11A region of the
gene showed a significant association with haplotype S beta-globin gene Regarding
gene BCL11A moducao the levels of HbF, and HbS, it was found that there was a
significant rs1186868 results in the mutant genotype T / T, showed higher levels of



Hb and lower levels of HbF. In rs7557939 there was a significant decrease in HbF in
the mutant allele A / A, however, there was no relationship with the HbS. There was
no association between SNPs in the three regions studied, with the average number /
median of inflammatory modulators, hemolysis markers of oxidative stress and
clinical events at the level of 5% .The findings reinforce the hypothesis of genetic
moducéo of BCL11A gene polymorphisms in relation to levels of HbF, where the wild
allele, rs7557939 and rs1186868 in the regions had a protective character in
prognosis decoréncia of referral increased levels of HbF in patients with AF study.

Keywords: Sickle Cell Anemia, Genetic polymorphism, Fetal hemoglobin,
Inflammation, Renal dialysis, Oxidative stress.
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16

A hemoglobina humana é uma molécula tetramérica, constituida por um
atomo central um ion ferro num complexo denominado heme, e dois pares de
subunidades polipeptidicas idénticas, as cadeias globinicas a1, a2, B1e B2, cada
par codificado por um gene diferente: o agrupamento de genes da globina alfa (¢, a1
e 02), localizado no cromossomo 16, e o agrupamento de genes da globina beta (g,
Gy, Ay, 6 e B), localizado no cromossomo 11. Curiosamente, 0S genes estédo
presentes, em ambos 0s cromossomos, na mesma ordem em que Sa0 expressos
durante o desenvolvimento humano. No periodo da vida fetal, o tipo predominante
de hemoglobina é a Fetal (Hb F-a2y2). (Figura 1). (FRENETTE; ATWEH, 2007).

Figura 1. Representacdo dos cromossomos 11, 16 e das das moléculas de Hb F e A.
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Fonte: FRENETTE; ATWEH, 2007.
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Em A: representacdo do agrupamento de genes da globina beta (¢, Gy, Ay, & e B),
localizado no cromossomo 11.B: o agrupamento de genes da globina alfa ({, a1 e a2),
localizado no cromossomo 16 e C: molécula da hemoglobina Fetal (Hb F-a2y2) e a
hemoglobina A (HbA-a2B2) normal do adulto.
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Durante o periodo pés-natal, a Hb F é gradualmente substituida pela
hemoglobina A (HbA-a2B2). A hemoglobina A2 (HbA-a252) € um tipo minoritario de
hemoglobina adulta, que representa menos de 2,5% da hemoglobina. A HbA ou
HbAL a partir do seis meses de vida, corresponde a hemoglobina predominante em
média de 95 a 96%, constitutida por duas cadeias o e duas B, quatros anéis
tetrapirrolicos heme (Figura 2). Enquanto que a HbF varia de zero a 1%. (NAOUM,
2000).

Figura 2. Representacdo da molécula da hemoblobina normal do adulto formada

pelas cadeias globinicas a1, a2, f1e B2 e um anel tetrapirrélico heme, ao centro.

HEME

Fonte: SILVA et al., 2006.

A AF é doenca genética, recessiva e autossGmica que cursa com
anemia hemolitica crbnica, causada por uma mutacdo pontual, onde ocorre a
substituicdo da base nitrogenada adenina por timina (GAG—GTG), resultando na
troca do acido glutamico por valina (REES et al, 2010), no 6° aminoacido da cadeia 3
(beta), no gene da B globina que leva a modificacéo fisico-quimica da molécula de
hemoglobina (ADEKILE, 2013) e consequente alteragcbes nas propriedades do
tetramero da hemoglobina, que passa a apresentar o fenbmeno de polimerizacéo
quando no estado desoxigenado (BALLAS, 2002). Essa mutagdo origina uma
hemoglobina anormal denominada HbS, que substitui a hemoglobina normal,
denominada HbA. O gene da hemoglobina S € semi-dominante e pode se manifestar
em heterozigose (HbAS), portador ou traco falcémico, que apresenta fendtipo

assintomatico, ou em homozigose (HbSS) que consiste na AF. A denominacéo de
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Doencas Falciformes se refere ao grupo das duplas heterozigoses da HbS, tais
como as hemoglobinas C (HbC), hemoglobina D (HbD) e ou talassemias (NAOUM,
2000).

As doencas falciformes tém uma distribuicdo ampla, abrangendo todos os
continentes, principalmente Africa, América do Norte, América Latina e parte da
Asia. Conforme dados do Ministério da Salde, as prevaléncias sdo diferentes nas
regides brasileiras e estimam a existéncia de mais de 2 milhGes de portadores do
gene da HbS; mais de 8 mil afetados com a forma homozigética (HbSS). A presenca
desta patologia nas Américas se deve a imigracdo de descendentes daquelas
regides. Quanto a etnia, a AF é caracteristica dos negros, no entanto, devido a
intensa miscigenagdo no nosso pais, esse fendbmeno ndo é observado (NAOUM,
2000). No Brasil, mais de 8.000 individuos séo portadores de anemia falciforme
(forma homozigota) e cerca de 2 milhées apresentam o traco falciforme. A origem da
AF é africana e foi trazida a América pela imigracdo forcada dos escravos, entre o
século XV e a metade do século XIX (PANTE-DE-SOUSA, 1998) observando-se
maior frequéncia nos paises colonizados por negros. Sua distribuicdo € heterogénea
em nosso pais, em virtude da miscigenacao racial, sendo apontada pela literatura
cientifica brasileira como grave problema de saude publica. (NAOUM, 2000). Esta
alteracdo genética originaria do continente africano, possui uma prevaléncia do gene
Bs variada nas diferentes regides do Brasil, oncilando entre 1 e 2% na regido sul e
de 6 a 10% entre negros e pardos na regiao nordeste. Pinheiro et al. (2006)
demonstraram em Fortaleza-Ceara, a prevaléncia de 4,1% de HbS, sendo 3,8% de
recém-nascidos HbAS, heterozigotos, e 0,2% Hb SS, homozigotos. A AF é uma das
hemoblobinopatias mais ferquentes da humanidade e representa a doenca
hematoldgica hereditaria mais prevalente na populacdo brasileira, sendo mais
frequente nas regides onde a colonizacdo por negros foi maior, como é o caso do
Nordeste (NAOUM, 2000).

1.2 Fisiopatologia da anemia falciforme
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A HbS presente na AF, quando em baixa tensdo de oxigénio, sofre
modificacdo conformacional de sua molécula, devido a interacdo de natureza
hidrofébica da valina com a fenilalanina da posicéo 85 e da leucina da posicéo 88,
desencadeando a formacéo de polimeros (WOOD; GRANDER, 2007) de filamentos
longos, que por sua vez se associam em feixes com um duplo filamento central,
rodeado de seis filamentos duplos de polimero, fenbmeno conhecido como
polimerizacao, alterando a estrutura fisico-quimica da hemécia que toma uma forma
alongada conhecida por “hemacia em foice”, hemacias falcizadas ou drepandcitos.
As alteracdes fisico-quimicas descritas pela polimerizacdo deformam e enrijecerem
a membrana dessa hemécias (ZAGO; PINTO, 2007), ocorrendo perda de ions
através da membrana celular como o efluxo de potassio, 0 aumento do célcio
intracelular, desidratacdo celular e a formacao de polimeros que levam a exposi¢cao
de proteinas transmembrana, em especial a fosfatidilserina (PS), de dentro para fora
da célula, expondo cargas negativas glicolipidicas que estimulam o aumento das
moléculas de adesdo do endotélio e contribuem para um estado pro-inflamatorio
(quimiotaxia de leucécitos, aumento das adesividades celulares do sangue,
liberacdo de citocinas proé-inflamatorias, diminuicdo do fluxo sanguineo, vaso-
oclusao) e pro-trombdético (ativacdo do complemento e da cascata da coagulagéo)
(Figura 3). (FRENETTE; ATWEH, 2007; ZAGO; PINTO, 2007). As hemacias, apoés
varios episodios de falcizacdo, tornam-se irreversivelmente falcizadas e sé&o
destruidas, tanto do meio extravascular como intravascular, configurando o quadro
de hemdlise eritrocitaria cronica e reducdo da sua sobrevida média para cerca de
dezessete dias (SILVA; SHIMAUTI, 2006). A cinética da falcizacdo das heméacias
falciformes € maior com o aumento do grau de desoxigenac¢do da hemoglobina S
(HbS), maior concentracdo intracelular de HbS e baixa concentracdo de
hemoglobina F (HbF).

A hemacia falciforme consiste em uma célula com menor capacidade de
deformabilidade ao passar dentro dos vasos ( devido a presenca de HbS intracelular
que leva a polimerizagdo da hemécia) e possui maior aderéncia ao endotélio
vascular ( mediada pelo complexo de integrina asp1, trombospondina, fator de von
Willebrand e fibronectina), que favorece a formacdo de trombos na micro e
macrocirculacdo, podendo comprometer o transporte de oxigénio, principalmente na

microcirculacdo (FRENETTE; ATWEH, 2007). Essa aderéncia aumentada da
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hemécia resulta no aumento da viscosidade citoplasmatica, obstrucdo dos pequenos
vasos e crises de vaso-oclusdo, isquemia tecidual, episédios de dor e uma cascata
dos eventos patoldgicos, que inclui disfuncdo endotelial, inflamac&o, hemolise,
estresse oxidativo e injaria de reperfusdo (FIGUEIREDO, 2007; ZAGO; PINTO,
2007; REES, GIBSON, 2011). Diante desse contexto, ocorrem lesbes de Orgaos
alvos, associadas a elevadas taxas de morbimortalidade (WOOD; GRANDER,
2007). A vaso-oclusao na AF ocorre nos leitos capilares, de um menor calibre, maior
lentiddo do fluxo sanguineo e maior desoxigenacdo da HbS. O mecanismo inicial
destas crises vaso-oclusivas € controverso e multifatorial. Como a aderéncia dos
eritrocitos ao endotélio vascular pode impedir o fluxo de sangue e aumentar mais
ainda o tempo de transito nos capilares, sugere-se que o aumento da adesao celular
possa ser o inicio da deflagracdo e propagacdo do fenbmeno de vaso-oclusdo. A
rigidez destas hemacias deformadas contribui para oclusédo vascular constituindo a
maior causa de morbidade da doenca (PLATT et al., 1994; HEBBEL, 1997; PARISE,
2007). Outros fatores, como as proteinas plasmaticas, citocinas, plaquetas,
eritrocitos falcizados, anormalidades endoteliais e a quimiotaxia dos leucécitos,
estdo envolvidos no fenbmeno de vaso-oclusdo, sendo importante o papel dos
leucocitos e a leucocitose associada com o aumento do indice de morte prematura,
STA e AVC em criangcas com AF (PLATT et al., 1994; MILLER et al., 2000). A maior
adesdo ao endotélio leucocitaria contribui com o microambiente inflamatério que se
instala nos pacientes com AF. Durante o fluxo sanguineo, os eritrécitos circulantes
podem interagir com os leucécitos aderidos, sofrer desoxigenacdo e posterior
falcizacdo (FRENETTE; ATWEH, 2007).

O somatério de todos esses eventos atuam como moduladores do fendmeno
obstrutivo vascular caracteristico da doenca. O fenémeno de falcizacdo da hemacia
SS promove o contato direto delas com o endotélio gerando hemolise, liberacédo de
dimeros de hemoglobina, os quais consomem o O6xido nitrico (vasodilatador) e
causam ativacdo do endotélio com aumento das expressbes das moléculas de
adesdo, tais como ICAM, VCAM, P-selectinas e as L-selectinas que recrutam
leucdcitos e trombospondina (TSP), os quais aderem reticuldcitos via CD36 e
aumentam a liberacdo de endotelina-1 (vasoconstrictor) pelas células endoteliais,
desregulando a producdo destas substancias vaso-reguladoras resultando em

vasoconstriccdo e vasculopatia. Estes eventos desencadeiam um estado pro-
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inflamatoério crénico, manifestado por adesdo de células vermelhas, adeséo

leucocitaria e agregacgéao plaquetéaria culminando com a ocluséo do vaso (Figura 3).

Figura 3 . Mecanismos patofisiologicos na anemia falciforme (AF).
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Nota: A figura mostra os processos hemoliticos, inflamatérios que véo desencadear dano endotelial e
injuria de reperfusséo, contribuindo com a vosoconstriccao. Como a hemdlise, a vasoconstrigdo, a
inflamacéo e a isquemia reperfusdo interagem para criar um estado de estresse oxidativo na AF.
Como subprodutos de hemdlise, a arginase e heme livres sdo liberados a partir de células vermelhas
e, posteriormente, difundem para as células vizinhas, levando a depdsitos de ferro que catalisam a
formacgédo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A vasoconstricdo ocorre quando a endotelina-1,
um vasoconstritor que se op8e aos efeitos vasodilatadores do NO é liberada. O efeito inibidor do NO
sobre a inflamagéo é perdido e a ativagdo endotelial leva a expressdo de moléculas de adeséo tais
como ICAM, VCAM, P-selectinas e as L-selectinas que recrutam leucécitos e trombospondina (TSP),
ao qual aderem reticuldcitos via CD36. Hemacias falciformes expressam fosfatidilserina exteriorizada
em suas membranas causando a ativacdo plaquetaria e sdo fagocitados pelos macréfagos que

contribuem ainda mais para a hemdlise. A xantina oxidase (XO), que tem seus niveis elevados

durante a lesé@o de reperfusdo, aumentam a producédo de EROS.

1.2.1 Hemodlise na anemia falciforme
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A presenca de hemolise constitui um paradigma na AF. A hemodlise tem um
papel fundamental na fisiopatologia da AF e ocorre por dois mecanismos: a
extravascular, através das células reticuloendoteliais do baco que reconhecem as
hemécias falcizadas como estranhas, (GALILI et al, 1986) e intravascular, quando os
eritrocitos falcizados, por apresentarem exposicdo da fosfastidilserina, tornam-se
mais eletronegativos e adquirem maior capacidade de adeséo ao endotélio vascular,
resultando em hemolise e liberacdo de metemoglobina (MetHb), do radical heme, os
quais se ligam a haptoglobina (complexo endocitado pelo macrofago) e hemopexina
(complexo degradado pelos hepatocitos do figado), respectivamente e libera
arginase, a qual diminue a L-arginina, substrato utilizado para a producéo de 6xido
nitrico (NO), que associado a liberacdo de hemoglobina livre vao desencadear uma
diminuicdo na biodisponibilidade de NO associado a geracdo EROs. A diminuicéo
da biodisponibilidade do NO, vasodilatador, juntamente com o aumento da producgao
endotelina-1 (ET-1) pelo endotélio,desencadeiam a vasoconstricdo (ZAGO; PINTO,
2007; PASSOS et al., 2010), aumentando mais ainda o fenémeno de vaso-ocluséo).
O processo inflamatério crénica na doenca, também contribui para gerar o estresse
oxidativo. Todos esses fatores contribuem para a isquemia de reperfusséo,
caracteristica da doenca (Figura 4).

Diariamente, pela hemasie intravascular, 10% dos eritrécitos hemosilam 30g
de hemoglobina é liberada no plasma (REITER, 2002). O excesso de hemdlise
intravascular leva a saturacdo dos mecanismos de remocao da MetHb e do heme,
0s quais livres no plasma, geram um estado pro- inflamatério e pro -oxidante
causando disfuncao da célula endotelial (FRENETTE; ATWEH, 2007). Os eritrocitos
falcémicos, no estado basal, ttm a sobrevida média encurtada para 35,4 dias, que
diminui para 16,6 dias durante as crises vaso-oclusivas (BALLAS; MARCOLINA,
2006). Estes fendmenos ocorrem durante o fluxo sanguineo dos eritrcitos
falcémicos através dos capilares os quais sdo sequestrados na por¢ao venosa da
microcirculacdo (MORANDAS et al, 1986; WU;MORRIS, 1998; TANGPHAO, et al
1999; BOGER and BODE, 2000). As heméacias que sofreram polimerizacdo da HbS
formam tampdes entre si 0s quais s&o0 sequestrados na microcirculagéo,
desencadeando hemodlise, vaso-oclusdo e isquemia tecidual. Os fendmenos de
polimerizacdo da HbS e hemdlise promovem uma cascata de eventos que provocam

vasoconstriccdo, lesdo de isquemia/reperfusédo, producdo de radicais livres de
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oxigénio, inflamacéo local e sistémica, resultando em disfungdo endotelial com
secrecao de endotelina-1, mais consumo de NO, ativacdo de moléculas de adeséao,
e ativacdo da coagulacdo (RAGHAVACHARI et al, 2007) e consequente leséo
tecidual aguda e cronica (WOOD ; GRANGER, 2007). Este estado de deficiéncia
relativa de NO e disfuncdo endotelial na circulagdo pulmonar resultam em
vasoconstriccdo e remodelamento vascular (XU et al, 2004), estando relacionados
ao desenvolvimento de hipertensdo arterial pulmonar (HAP) (TUDER et al,
2001;BUDHIRAJA et al, 2004) .Este fato também foi constatado em camundongos
transgénicos com Doenca Falciforme (DF) (KAUL et al, 2008) e em outras doencas
hemoliticas cronicas, como [ Talassemia, esferocitose congénita, hemoglobinuria
paroxistica noturna e anemia hemolitica microangiopatica (LIN et al, 2005; MORRIS
et al, 2005). A HAP que ocorre nas colagenoses possui a mesma patogenia (XU et
al, 2004). Algumas complicacdes da anemia falciforme ocorrem com mais frequéncia
em pacientes com altos indices de hemolise (KATO et al, 2007; TAYLOR et al,
2008). A presenca e grau da hemodlise podem ser avaliados pela contagem de
reticulocitos, lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e
niveis de bilirrubina, os quais sdo rotineiramente medidos, embora nenhum seja
especifico para a hemdlise (KATO et al, 2007; HEBBEL, 2011).

Figura 4. Mecanismos envolvidos na vasculopatia e hemolise na anemia falciforme.



24

—————
e — - ——

Biomarcador de subfenotlpo da anemia

LS falciforme C LDH\

lala-tivr '7Lesvao de orgac
Celula lwr - g
Hb Argmas { Aguda/Cronica
Isquéﬁn—a'
[:re_mﬁ& '"f'amam
\
oA

Estresse ‘} l INO <-[ Arglmna

Oxidativo esregulada J
I \ /\/ N /
ADMA \
\Superoxld esacoplamento =
NOS

Fonte: MORRIS, 2011.

Nota: A hemdlise vai desencadear a diminui¢cdo da biodisponibilidade de NO, através de varias vias,
contribuindo para a manuntencdo dos processos inflamatério e estresse oxidativo. Ciclo que vai
proporcionar as frequentes isquemias reperfusséo, caracteristica da doenca. A desregulacdo da
arginina, o estresse oxidativo e o desacoplamento da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) séo
mecanismos essenciais que contribuem para a fisiopatologia vascular na anemia falciforme (AF).
Estes eventos limitam a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) através de varios caminhos que,
finalmente, culminam no aumento do consumo e diminuicdo da producdo desse potente

vasodilatador, contribuindo para os processos vaso-oclusivos.

1.2.2 Processo inflamatdério na anemia falciforme

A inflamacgédo crénica na AF € desencadeada por repetidos episodios de
hemolise resultando em crises de vaso-oclusédo e leucocitose, com ativacdo dos

leucdcitos. Os leucdcitos, principais moduladores do processo inflamatorio, quando
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ativados, promovem a liberagdo dos mediadores pro-inflamatérios, como a
interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF-a) dos macrofagos
teciduais, que ativam o endotélio e aumentam a expressdo das moléculas de
adesdo, que passam a ser receptores de leucdcitos, contribuindo assim para o
blogueio do fluxo sanguineo (ASLAN; CANATAN, 2008). Ao ocorrer a quimiotaxia
dos leucdcitos, a leucocitose resultante promove agregacdo de outras células
sanguineas, aumento da expressdo endotelial das moléculas de adesédo, dano e
injuria tecidual exarcebando ainda mais o processo inflamatorio local (CONRAN;
COSTA, 2009). As células endoteliais promovem a sintese do NO, além da
producdo de outros vasodilatadores como as prostaciclinas, bem como a producéao
de substancias vasoconstritoras incluindo a endotelina, a angiotensina Il e
prostaglandinas. Os pacientes portadores de AF apresentam um desequilibrio entre
a producdo e consumo destas substancias vaso reguladoras (GALLEY; WEBSTER,
2004). Além disso, ocorre maior contato das hemacias em foice com o endotélio, a
maior producdo de espécies reativas de oxigénio e hemodlise crbénica.Uma vez
ativadas, células endoteliais promovem a liberacdo de fatores vasoconstritores,
fatores pro-coagulantes, com uma expressdo aumentada de moléculas inflamatorias,
que desencadeam processos inflamatorios, adesao celular, ativacdo da coagulagcéo
e estresse oxidativo culminando com disfungéo e ativacéo endotelial e com o estado
inflamatorio crénico (CONRAN; COSTA, 2009). As citocinas, IL-4, IL-10, IL-17 e
TGF-$, também, estdo implicadas ao processo inflamatorio crénico da AF, as células
endoteliais dos vasos comprometidas, que estimulam o fator nuclear kappa-B (NF-
kB) das células contribuindo para a manutencdo do processo inflamatério
(THASSILA et al., 2013). A IL-6 desencadeia uma variedade de funcdes na célula,
incluindo a diferenciacdo, maturacéao, proliferacdo e maior sobrevida celular. Estudos
tém comprovado um aumento da IL-6 em pacientes com AF quando comparado ao
grupo de individuos normais. O aumento da IL-6 € maior ainda em pacientes com AF
em crise do que no periodo de estado basal (THASSILA et al., 2013). A IL-17 é
produzida por um subtipo de linfécitos T, denominado de linfocitos T helper 17
(Th17), que é diferente dos linfocitos Thl e Th2. A diferenciacdo de células naive
(linfécitos que né&o tiveram contato com antigenos) para células Thl7 requer a
presenca do fator de transformacdo do crescimento B (TGF-B) e subsequente
expansao da resposta Thl7 requer também a IL-23 (THASSILA et al.,, 2013). A

funcdo da IL-17 e do TGF-B na AF ainda ndo esta totalmente documentada.
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Keikhaei et al., (2013) recentemente observou aumento da IL-17 e TGF- em
pacientes com AF em relacdo a pessoas nao portadoras de AF. Porém, ndo houve
diferenca significante nos niveis dessas citocinas entre os pacientes com AF em
estado basal e em crise. Os pacientes em uso de HU apresentaram valores
inferiores em relacdo aos que ndo se encontravam em uso. Vilas-Boas et al., (2010)
demonstraram uma correlagdo positiva entre a arginase sérica e 0 TGB- 3 em
pacientes com AF, achados que fortalecem a hipotese de que o TGF- B induz uma
regulacdo positiva do mecanismo da arginse e uma regulacdo negativa no
mecanismo de producdo do NO. A IL-10 consiste em uma citocina anti-inflamatoria
cujo principal efeito é a inibicdo da sintese de varias citocinas, tais como o TNF-q;
GM-CSF; IL-1; IL-6; IL-8 e IL-12, para promover a captacdo e retencdo de ferro no
interior dos macréfagos e do sistema reticulo endotelial. A IL-10 inibe a proliferacao
das células Th1l, resposta celular pré-inflamatéria, facilitando o desenvolvimento da
resposta Th2, resposta anti-inflamatoria. Lanaro (2009) verificou aumento da IL-10
em pacientes com AF em uso de HU, porém o mecanismo nao foi descrito. A
leucocitose constitui um fator de risco da gravidade da doenca com aumento da
ocrréncia de sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC) e de
Obito em criancas com AF (PLATT et al., 1994; MILLER et al., 2000).

1.2.3 Estresse oxidativo na anemia falciforme

A molecula de oxigénio tem grande habilidade de originar metabdlitos
reativos tais como os radicais anio superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e
radical hidroxila (OH-). Esses metabolitos do oxigénio reduzidos sdao denominados
de "espécieis reativas de oxigénio " (ROS) (Fig. 1). As ROS podem induzir lesdes
oxidativas que causam dano a célula e formam uma estrutura muito estavel
através da extracao de elétrons a partir de outras fontes. Também ROS séo capazes
de gerar outras formas de ROS. O superoxido (O2) pode ser transformado em H20:2
e oxigénio. O H202 e radical OH- tém a capacidade para formar ainda mais lesao,
através da combinacdo das reacdes de Haber-Weiss e Fenton (KOHEN; NYSKA,
2002). A inibicdo da atividade da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
pode levar a geracdo de ROS através da inducdo da perda de elétrons do complexo
| (PRABHAKAR, et al, 2007). Geracdo de ROS também pode resultar a partir da
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ativacdo de enzimas, tais como a xantina oxidase (XO), Oxidase NADPH, 6xido

nitrico sintase (NOS), no citocromo das células falciformes.

A polimerizacdo da HbS intracelular durante a desoxigenacdo € o evento
patogénico primario na AF. A taxa de polimerizagdo, demostrada “in vitro”, foi
correlacionada com a concentracdo de HbS e com o heme livre de célula libertado
apos a auto-oxidacdo (BUNN et al., 1982; UZUNOVA et al., 2010). A formacéao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido atribuida a auto-oxidacdo da
hemoglobina S (HbSS) e as reacdes quimicas catalisadas por fragmentos
desnaturados do grupo heme ligados a membrana da hemacia (BROWNE; SHALEYV;,
HEBBEL, 1998). A fase de reoxigenacdo da hemoglobina S € uma importante fonte
de producédo de radicais livres na AF. Durante este periodo, os glébulos vermelhos
podem gerar uma quantidade significativa de superoxido devido a um transferéncia
de elétrons entre o ferro heme e oxigénio. Na presenca de oxigénio, o heme se auto-
oxida induzindo a formacdo de metemoglobina e superéxido. A HbS pode tornar-se
sobregarregada pela fonte continua de superdxido e, através da sua dismutacao,
H202 (ASLAN et al., 2000). A formacéo de H202, quando expostos a metemoglobina,
a hemoglobina se decompde e libera ferro.Este ferro pode entdo reagir com H20:2
remanescente para produzir mais OH", o mais reativo e prejudicial das espécies
reativas de oxigénio (ASLAN et al., 2000).Heméacias falciformes acabardo por gerar,
cerca de duas vezes, maiores quantidadesde superdxido, H202, e OH" do que a HbA
(AMER et al., 2006).

Figura 5. Equilibrio entre ROS e antioxidantes. No estresse oxidativo ocorre um
desequilibrio entre a producdo de ROS e antioxidantes. As propriedades
antioxidantes GPX, SOD, catalase e o controle pela da producédo das espécies de
oxigénio. Abreviacdes: GPX, glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida;

GSSG, glutationa disulfide; H202, peroxidode hidrogénio; 07, superéxido; OH, radical

hidroxila; ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD, superoxido dismutase.
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Fonte: KOHEN; NYSKA, 2002

Os agentes anti-oxidantes na AF, em relagdo aos mecanismos de
protecdo ao estresse oxidativo, estdo diminuidos. Aqueles que fornecem defesa
enzimatica, incluindo SOD, GPX, catalase, e heme oxigenase-1, e aqueles que
removem os radicais, tais como a glutationa, a vitamina C e vitamina E, sdo os mais
afetados (NATTA et al.,1990). Na AF, alguns estudos tém demonstrado aumento da
SOD (DAS; NAIR, 1980; MANFREDINI et al., 2008), enquanto outros mostram
diminuic&o dos niveis (SCHACTER et al.,1988; DASGUPTA et al., 2006). Um estudo
realizado por Das e Nair demonstraram um aumento da SOD em hemacias de
pacientes com AF, concluindo que este pode ser uma mecanismo de defesa, devido
ao aumento do estresse oxidativo e poderia possivelmente causado por um
acumulo de H202. Um estudo, em contrapartida, de Schacter et al. (1988) mostrou
que os niveis de SOD estdo diminuidos em propor¢édo da gravidade da doenca em
pacientes com HbS em comparacdo com voluntarios saudaveis pretos. Essa
diferenca foi sugerida ser devido a uma mais rapida degradacdo de SOD,
possivelmente a partir de radicais de oxigénio. Eles também mostraram que 0s
controles negros tém naturalmente um maior nivel de SOD do que os controles

brancos; o que significa que a principal discrepancia entre os estudos poderiam



29

estar no controle utilizado (SCHACTER et al.,, 1988). O sistema antioxidante atua
inibindo ou reduzindo os danos causados as células pelas espécies reativas do
oxigénio (EROS). As principais enzimas envolvidas sdo a catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) e superoxido desmutase (SOD). A
catalase promove a desmutacdo do H202, formado ao final da cadeia de transporte
de elétrons, em H20 e Oz (DAVID, et al., 2006).

Existem varios mecanismos envolvidos no aumento do estresse oxidativo em
pacientes com AF. A hemoglobina e o grupo heme livres, resultantes da hemalise
cronica, geram radicais superoxido através do mesmo mecanismo ndo enzimatico
(KRAJEWSKI; HSU; GLADWIN, 2008). Em pacientes em regimes de transfusao
cronica, o acumulo de ferro livre nos hepatocitos e outros tipos de células também
pode contribuir para o estresse oxidativo. Os ciclos repetidos de isquemia tecidual e
reperfusdo resultam na liberacdo de xantina oxidase (XO) dos hepatdcitos e outros
tecidos (ASLAN; CANATAN, 2008). A arginase liberada no plasma, a partir de
hemécias lisadas, bem como a arginase de células endoteliais, induzidas e ativadas
por sinais pro-inflamatérios, depletam o substrato da 6xido nitrico sintase (NOS), a
arginina, o que resulta na producdo de ROS e na reducado da biodisponibilidade do
NO, potente vasodilatador (MORRIS et al., 2005; WOOD; HSU; GLADWIN, 2008).
Pacientes com AF apresentam estresse oxidativo constante, que é decorrente da
deficiéncia nos sistemas antioxidantes, caracterizados pela producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROS) de origem multifatorial, principalmente geradas pela
presenca do processo hemolitico. Dentre as etiologias de estresse oxidativo estao
0s eventos de vaso-oclusdo com isquemia e reperfusdo, 0s quais Sdo muito
frequentes. Os estudos indicam que o estresse oxidativo parece contribuir para a
patofisiologia da AF. Os lipideos sdo a classe de moléculas mais susceptivel a
reacao de oxidacdo, pela acdo das espécies reativas de oxigénio. A destruicdo dos
lipideos de membrana e os produtos finais da peroxidag¢do lipidica, como o
malonaldeido (MDA) e outros aldeidos séo especialmente danosos, reduzindo a
viabilidade das células (DAVID, et al., 2006 ). O estresse oxidativo também danifica
as proteinas do citoesqueleto, podendo resultar em lesdes irreversiveis nas
hemacias e hemalise. Os eritrocitos falcizados possuem aumento da permeabilidade
de membrana, perdem potassio, ttm aumento do influxo de célcio intracelular

tornando-se mais densos, os canais de Gardos sao ativados, causando desidratag&o
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da célula e intensificacdo da falcizacdo (EATON et al., 1973; PALEK et al., 1977 ;
LUTHRA; SEARS, 1982; MOHANDAS et al., 1986 ).

A doenca tem sido associada com o0s processos biolégicos, tais como
inflamacéo, vasculopatia, hemolise, infeccdo, vaso-oclusdo e lesdo de isquemia e
reperfusdo (NUR et al., 2011). A oxidacdo é parte fundamental do metabolismo de
organismos aerébicos. A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNS), entre outras espécies reativas, € parte integrante do metabolismo
humano, sendo observada em diversas condi¢des tanto fisiol6gicas como em varias
patologias (DAVID, et al., 2006).

Esta doenca € uma condicao inflamatdria crénica que diminui as reservas de
oxido nitrico (NO). NO é normalmente produzido pelo endotélio e regula o tom vaso
basal, inibe a activacdo de plaquetas e hemostatico, inibe a moléculas de adesao e
reduz os niveis das espécies reativas de oxigénio (ROS). A importancia potencial do
NO na AF tem sido objeto de muitas pesquisas na ultima década. Aceita-se agora
que a diminuicdo da disponibilidade de NO €& um mecanismo importante na
fisiopatologia da doenca (GONCALVES, 2012).

1.3 Hemoblobina fetal e concentracdo de hbs como biomarcadores da clinica

na anemia falciforme

A hemoblobina fetal (HbF) encontra-se no sangue de um individuo
saudavel, com idade superior a seis meses, na faixa de 1% a 2% e esta restrita a
poucos eritrécitos identificados como células- F. Em torno de 3% a 7% dos eritrdcitos
contém HbF e, cada um deles tem 4 a 8 picogramas (pg) de HbF juntamente com 22
a 26 pg de HbA. O nimero de células-F de um individuo esta sob controle genético
(NAOUM, 2000). Mostrou-se clinicamente que as células contendo HbF sobrevivem
mais tempo do que as células com HbS (CHARACHE, 1990). A sintese da vy e,
portanto, da propria HbF, também pode ser estimulada por fatores externos como as
leucemias, transplantes de medula 6ssea e indugbes quimicas, dentre outras
(SHIMIZU,1988; NAGEL, 1989).

A hemoblobina fetal consiste num dos principais biomarcadores relacionados
a expressao clinica da AF (CARDOSO, 2005; TAKAHASHI, 2005) e também nos
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valores hematimétricos laboratoriais (CHARACHE, 1992). Os niveis de HbF
apresentam-se diferentes entre os pacientes com AF. Sabe-se que os niveis de HbF
tém influéncia nas manifestacfes clinicas da AF e de outras hemoblobinopatias,
devido ser uma hemoglobina que possui maior afinidade pelo oxigénio, resultando
na melhora dos sintomas da doenca (LABIE, 1985; SHIMIZU, 1988; ZAMARO, 2003)
e por ser capaz de diminuir as concentrac¢des intracelulares de HbS que acabara por
ditar o ritmo e a extensdo de polimerizacdo, fundamental na fisiopatologia da AF
(AKINSHEYE et al., 2011). Portanto, um percentual elevado de HbF tem sido
significativamente associado com poucos eventos de vaso-oclusdo (PLATT, 1991),
poucos episédios de sequestro esplénico , reduzida mortalidade precoce (LEIKIN,
1989; PLATT, 1994), além de reduzir o numero de transfusfes e hospitalizacdes
(CHARACHE, 1992). Ademais, niveis elevados de HbF demonstraram evitar este
processo (FRANCO et al., 2006; LANZKRON et al., 2008).Portanto, a incapacidade
de polimerizagédo da HbS, devido a presenca elevada da HbF, pode ser considerada
como o regulador fundamental das apresentacdes clinicas e hematolégicas
diferentes nos pacientes com AF (REES ; GIBSON, 2012). Além disso, Sebastiani et
al. definiu o fenétipo " HbSF " como pacientes com AF com a concentracdo de HbF
de 10% ou mais e que estdo com idade acima de quatro anos, idade em que os
niveis de HbF torna-se estavel (SEBASTIANI et al.,2010).

As manifestacdes clinicas da AF ocorrem geralmente nos primeiros
seis meses e permanescem durante toda a vida do paciente (MINISTERIO DA
SAUDE; LOUREIRO, 2005). O problema clinico mais freqiiente é a crise dolorosa
vaso-oclusiva .Existe grande heterogeneidade na apresentacado clinica e diferentes
complicacBes durante a evolucdo dos pacientes com AF, tais como a sindrome
toracica aguda , doenca cerebrovascular, insuficiéncia renal e Obitos precoces
(PLATT et al.,, 1994). Priapismo, vasculopatia, dentre outras, tém sido utilizadas
como subfenétipos em estudos de associacdo genética revisto em Steinberg &
Sebastiani, 2012. Encontramos ainda, na evolucao clinica, a presenca de infec¢des
recorrentes, enfartes pulmonares, retardo do crescimento e da maturacdo sexual,
Ulceras de membros inferiores, sequestro esplénico, necrose asséptica da cabeca
do fémur, retinopatia, autoesplenectomia e outras, como consequéncia do processo
inflamatorio cronico generalizado, crises de hemdlises, aumento do estresse

oxidativo, vaso-oclusdo e isquemia tecidual. Os fendmenos de vaso-ocluséo, a partir
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de eritrocotos falcizados, sdo a caracteristica marcante da AF e resultam em
disfungéo organica (STEINBERG, 2009).

Essa marca da variabilidade clinica na AF ocorre pela complexidade de sua
fisiopatologia que, além da inflamatéria, muitos outros fotores estdo envolvidos,
como 0s genéticos, modificando o curso da doenca. Enquanto Hb F e um traco
coexistentes a-Thal sdo reconhecidos como os principais fatores de boa evolucao,
varios polimorfismos de nucleotideo Unico em locos génicos, tanto dentro do
grupamento de genes da [ globina, no cromossoma 11, como em outros
cromossomas, cada vez mais identificados, especialmente com recentes estudos de
associacdo do genoma (STEINBERG, 2012). No entanto, ndo parece que estes
mecanismos genéticos explicam completamente a diversidade fenotipica da doenca.
Epigenética e mecanismos ambientais sdo muito importantes e merecem mais
estudos coordenados (ADEKILE, 2013).

1.4 Parametros laboratoriais hematoldgicos na anemia falciforme

Os biomarcadores do sangue tém sido Uteis na identificacdo de diferentes
mecanismos causadores da doenca e estdo associados ao estado de
hipercoagulabilidade, inflamacédo, hemdlise, estresse oxidativo, vasculopatia, lesédo
de reperfusdo e as respostas vasodilatadoras reduzidos do endotélio encontrados e
que estdo associados a manifestacao clinica e identificacdo de sub-fenotipos da AF.
A definicdo de biomarcador consiste em um indicador biolégico, que € objetivamente
medido e avaliado, dos processos bioldgicos normais ou patolégicos ou de
respostas farmacoldgicas para uma terapéutica ou intervencdo (DAMANHOURI et al
.,2015).

A concentracdo de hemoglobina baixa é o biomarcador mais Util,
isoladamente, na AF. Esta geralmente associada com resultados clinicos futuros
imprevisiveis da AF (KATO et al., 2006) refletindo maior risco de problemas como o
AVC, quer devido a hemorragia ou infarto cerebral (GUEGUEN et al., 2014), morte
prematura (ANDEMARIAM et al., 2014), exame de Doppler transcraniana anormal
(REES et al.,, 2008) e de regurgitacdo tricispide alta (GLADWIN et al., 2004). A

contagem de globulos brancos (leucécitos totais) encontra-se anormalmente elevada
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na AF e ocorre devido ao hipoesplenismo ou asplenismo e inflamagéao cronica
caracteristicos da doenca, podendo ser um dado de progndstico para as condi¢cdes
de gravidade clinica, tais como infartos cerebrais, sindrome toracica aguda e morte
(CHARACHE, 1997). Todos os componentes celulares do sistema de sangue estao
ativados na AF (BELCHER et al.,, 2000; LAURANCE, et al., 2010). As plaquetas
desempenham um papel crucial na patogénese de complicacBes aterosclerdticas,
contribuindo para formacéo de trombos ou placas, apés ativadas, durante as crises
na AF (KARIO et al., 1992; GREISENEGGER et al., 2004).

1.5 Hildroxiuréia

A HU é a unica droga utilizada no tratamento da AF. E um agente citotoxico,
recombinogénico e antineoplasico. Seu uso na AF deve-se ao aumento da
concentracdo de HbF, da hemoglobina total e reducdoda hemdlise. A HU atua
também na reducado da expressdo de moléculas de adesdo, com propriedades anti-
inflamatorias e anti-agregante, contribuindo para a diminuicdo das crises vaso-
oclusivas, reduzindo a necessidade de transfusdes sanguineas, a frequéncia de
hospitalizacbes e a mortalidade (STROUSE, 2008). Estudos atribuem ainda a droga
uma acédo no metabolismo do NO, aumentando a producdo do mesmo, via ciclo da
GMPc e consequentemente aumento da HbF (HUANG; KIM-SHAPIRO; KING,
2004). A terapia com HU aumenta a utilizacdo do substrato arginina, para producéao
de NO pela atividade de NOS (NAHAVANDI et al., 2000).

Embora o mecanismo dos processos gue influenciam a polimerizacdo da HbS
estejam bem caracterizados, a explicacdo para a heterogeneidade fenotipica e a
ampla variabilidade clinica da doenca falciforme, assim como o perfil de resposta ao
medicamento a HU ainda n&o esta bem elucidado.

A hidroxiuréia (HU) é um farmaco utilizado no tratamento de doencas
mieloproliferativas e da AF. Na AF, a HU age aumentando os niveis de hemoglobina
fetal (HbF), reduzindo portanto a polimerizacdo da HbS, e o fendbmeno vaso-

oclusivo.
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1.6 Moduladores genéticos na anemia falciforme

Alguns fatores como a concentracdo de HbF, os hapl6tipos associados ao
gene da beta-globina, o uso de hidroxiuréia e a presenca dos polimorfismos como o
BCL11A e HBS1L-MYB estdo associados a expressdo de HbF e também podem
modular a clinica apresentada pelos pacientes com AF. Tem sido verificado que, na
maior parte dos casos, a HbF elevada tem um efeito benéfico nos pacientes
drepanociticos devido esta hemoglobina diminuir a polimerizagdo da HbS, além de
diluir a concentracdo desta, diminuindo a hemolise provocada pela presenca da
HbS, atenuando os sintomas da doenca (LETTRE et al, 2008; SILVA;
GONGCALVES; RABENHORST, 2009; SILVA; GONCALVES; MARTINS, 2009).

Os haplétipos da B-globina sé@o padrdes de polimorfismos (polimorfismos de
nucleotideos simples) do DNA, no grupamento génico da B-globina, localizados no
cromossomo 11 de pessoas portadores do gene BS. Os diferentes haplétipos sao
geralmente reconhecidos por um conjunto de perfis polimérficos de enzimas de
restricdo da regido que constitui o aglomerado de genes da B-globina e foram
nomeados conforme as regides geograficas ou grupos étnicos em que o haplotipo s
foi encontrado (ANTONARAKIS et al., 1984; PAGNIER et al., 1984; NAGEL et al.,
1985; KULOZIK et al., 1986; LAPOUMEROULIE et al., 1992). Os haplétipos foram
classificados em: Benin, originario da Africa ocidental; Bantu (ou Central Africano
Republica), proveniente da Africa oriental e centro-sul; Senegal, oriundo da Africa
atlantico-ocidental; Arabe-Indiano, encontrado na India e Peninsula Arabica e
Camardes localizado na costa Africana ocidental (NAGEL et al, 1985). (Figura 6).
Os polimorfismos SNPs possuem influéncia reguladora nos genes da B® globina,
alteraram a concentracao da HbF (azy2) (STEINBERG, 2006) e, além do interesse
antropologico, também tém sido considerados como marcadores geneéticos para
explicar as diferencas tanto na expressao clinica da anemia falciforme como na
resposta a droga ( NAGEL et al., 1985).
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Figura 6 - Principais haplétipos do “cluster” génico da 3-globina.
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Fonte: NAGEL et al., 1985.

Estudos gendmicos tem revelado a presenca de diferentes prevaléncias de
polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms - SNPSs)
localizados no loci de BCL11A e HBS1L-MYB relacionados a variacbes da
expressdo de HbF, o que sugere que diversos genes e suas combinacfes sejam
responsaveis pelas variacdes fenotipicas da AF (FIGUEIREDO, 2007; LETTRE et
al., 2008; FERREIRA, 2011). O gene BCL11A tem sido associado como o principal
agente repressor dos genes HBG (gene globinico fetal), sendo demonstrado que
eritrocitos adultos com niveis elevados de HbF apresentam reducdo da expressao
de mRNA do BCL11A. Os mecanismos moleculares envolvidos nessa regulacao
ainda nao foram completamente elucidados, entretanto, acredita-se que a proteina
BCL11A se ligaria a um sitio especifico localizado proximo a regido promotora dos

genes HBG, reprimindo sua expressao. Polimorfismos em HGB tem sido associados
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a um fendtipo de sintese continuada de HbF, em individuos normais e em
portadores de hemoglobinopatias como a HbSS (UDA et al., 2008; SANTOS, 2011).

Os mecanismos dos processos que influenciam a polimerizacdo da HbS estao
bem caracterizados. Porém, a explicacdo para a heterogeneidade fenotipica e a

ampla variabilidade clinica da AF permanece ainda desconhecida.

Existem véarios fatores identificados como moduladores da clinica da AF,
entre eles a concentracdo de HbF, grupos de haplotipos da beta globina e a
presenca dos polimorfismos como o BCL11A, associados a expressdo de HbF
(LETTRE et al.,, 2008). A concentracdo de HbF é bem conhecida como um
parametro laboratorial importante, bem definido, que quando aumentada esta
associada com menor risco de complicacbes vaso-oclusivas, danos a 06rgaos e
mortalidade (PLATT et al., 1994).

Os diferentes SNPs determinantes na regulacdo da HbF, foram determinados
através dos estudos de associacdo em todo o genoma (GWAS), o qual revelou forte
associacdo com SNPs em trés diferentes genes ou locus génicos, como a maioria
fortemente associada com a expressdo de HbF: Xmnl-HBG2, HBS1L-MYB, e
BCL11A (Figura 6) (GREEN; BARRAL, 2011).

Figura 7. O locus da beta globina e interacdo com outros loci em populacdes
normais e de adultos com AF.
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Um Unico SNP no intron 2 do oncogene BCL11A no cromossomo 2pl6 em
populacées saudaveis é responsavel por 15% da variabilidade de células F. O
BCL11A é um fator de transcricéo linfoide, indispensavel para o desenvolvimento da
linhagem linféide e cujo expressdo desregulada esta envolvida em leucemias
(GREEN; BARRAL, 2011) (Figura 7). Estudos em cultura de células precursoras
eritrdides e in vivo em camundongos modificados com AF demonstraram que
BCL11A liga-se ao locus da globina beta e desempenha um papel direto na inibicéo
na substituicdo da globina gama pela beta, regulando a expressdo de HbF
(GALARNEAU et al., 2010).

As variantes intrébnicas dos SNPs no gene BCL11A estdo associados com
maior ou menor producdo de HbF. Desta forma os SNPs do gene BCL11 regulam a
expressdo de HbF modificando a globina através de uma mutacdo estrutural que
afeta a cinética de crescimento e a diferenciacdo dos glébulos vermelhos (Figura 7)
(THEIN et al., 2009).

Recentemente, estudos de associacdo genética localizaram varios
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) que sao reprodutivelmente associados
com a variacdo na expressao de HbF, na idade adulta em populacdes europeias
saudaveis (THEIN, et al., 2007; MENZEL, et al., 2007; UDA, et al.,, 2008). Estes
SNPs estdo localizados em BCL11A o gene no cromossomo 2 e no HBS1L-MYB,
regido intergénica no cromossomo 6. Estas descobertas iniciais foram feita em
populacées anémicas (europeus do norte e sardos), em que o nivel de expressao é
geralmente de 1% de HbF. Uda et al (2008) também obtiveram resultados sugerindo
gue o polimorfismo genético do BCL11A pode ser um importante modulador
genético da gravidade da doenca em pacientes com beta -talassemia (UDA, et al.,
2008). Estudos posteriores, relatam a replicacdo da associacdo entre um SNP
BCL11A e os niveis de HbF em pacientes com anemia falciforme (LETTRE et al.,
2008; SEBASTIANI et al., 2015; BITOUNGUI; NGOGANG; WONKAM, 2014).

O presente estudo teve com objetivo avaliar a influéncia dos polimorfismos do
gene BCL11A nos processos inflamatorio, hemolitico, estresse oxidativo crénicos e
nas concentracdes de HbF e HbS e sua relagdo com os haplétiplos do gene da beta
globina S, a fim de melhorar a compreensdo da patogenia da AF, dos pacientes

acompanhados no ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC),
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em Fortaleza-Ceara, permitindo a busca de outras alternativas terapéuticas que
possam reduzir os fendbmenos patoldgicos, que determinam o comprometimento
multi-sistémico caracteristico da AF, melhorar a evolucdo clinica da doenca,
resultando em ganho na qualidade e expectativa de vida dos pacientes, diante do
cenario atual de poucas opg¢lGes de tratamento. A pesquisa em questdo tem
relevancia porque da seguimento a uma linha de pesquisa do grupo, genética
clinica, da Universidade Federal do Ceara, da Faculdade de Farmacia, com a
finalidade de fornecer subsidios para futuros projetos, principalmente direcionados a
deteccdo de fatores de prognostico com vista em alvos terapéuticos, uma vez que a
doenca ndo possui tratamento expecifico, sendo curativo apenas através do

transplante de medula 6ssea (TMO).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a a modulacéo genética do BCL11A no perfil inflamatorio, hemolitico, no
estresse oxidativo, nas concentracfes da HbF, nos pacientes portadores de Anemia

Falciforme.

2.2 Especificos

-Avaliar a frequéncia alélica dos polimorfismos rs4671393, rs7557939 e rs1186868

do gene BCL11A na populacdo em estudo;

- Identificar a modulacdo dos polimorfismos rs4671393, rs7557939 e rs1186868 do

gene BCL11A em relacédo ao sexo e a idade na populacdo em estudo;

- Determinar a moducéao dos polimorfismos rs4671393, rs7557939 e rs1186868 do
gene BCL11A nas regides nas concentracfes da HbF e HbS , nos pacientes em

estudo;

-Avaliar a associagdo dos SNPs rs4671393, rs7557939 e rs1186868 do gene
BCL11A com os haplétipos do gene da beta globina S;

-Analisar a modulacdo dos SNPs rs4671393, rs7557939 e rs1186868 do gene

BCL11A com o perfil inflamat6rio, hemolitico e no estresse oxidativo;

-Avaliar a modulagdo dos SNPs rs4671393, rs7557939 e rs1186868 do gene
BCL11A em relagéo aos eventos clinicos dos pacientes com AF.



40

3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

Pacientes com Anemia

Falciforme TCLE
n=42
Tubo ¢/ EDTA Tubo ¢/ Heparina
Polimorfismos do gne BCL11A MDA
HbF e HbS NOX
Contagem reticulocitos Citocinas
MetHb LDH

Hemolisado (CAT, GPx)

Foram selecionadas as amostras provenientes dos 42 pacientes com AF, de
ambos 0s sexos, ap0s a obtencdo do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Os pacientes com AF foram selecionados de forma voluntaria, de acordo
com os critérios de selecao da amostra. Trata-se de um estudo de corte transversal
e analitico, no qual foram utilizadas amostras de 42 pacientes com diagndstico
molecular de AF, atendidos no ambulatério de Hematologia do HUWC, em
Fortaleza, Ceara. O estudo foi realizado no ambulatério de Hematologia do HUWC e
no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas
Hematoldgicas (LPHGDH) do curso de Farméacia da UFC e no Laboratério Central
do Estado do Ceara (LACEN).
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Tamanho da amostra: O centro onde ocorreu o0 estudo é referéncia em doencas
hematoldgicas no Ceard, onde sdo atendidos aproximadamente 150 pacientes com
AF, oriundos da regibes de todo o estado do Ceara. O nosso “n” amostral
representou aproximadamente 28,0% dos pacientes atendidos no ambulatério de
Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), no municipio de

Fortaleza, Ceara.

Critérios de inclusdo: Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes
adultos, em acompanhamento no ambulatério de Hematologia do HUWC, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), com diagndéstico clinico e molecular de AF
(HbSS). Os patrticipantes do estudo estavam no estado estacionario da doenca,
segundo os critérios estabelecidos por Ballas (2012): auséncia de episodios
dolorosos e/ou doengas intercorrentes, tais como infecgbes e inflamagdes nas
quatro semanas anteriores ao estudo; auséncia de admissdes hospitalares nos
altimos 2-3 dias antes do estudo e auséncia de transfusdo de sangue nos quatro

ultimos meses, anteriores ao estudo.

Critérios de exclusdo: Impossibilidade de obtencdo TCLE, pacientes que
realizaram terapéutica transfusional nos ultimos trés meses, que faziam uso de
qguelante de ferro e/ou de vitaminas antioxidantes, tabagistas, etilistas, gestantes,

portadores de diabetes mellitus, insuficiéncia renal ou hepatica.

3.2 Métodos

3.2.1 Coleta das amostras bioldgicas

Apds consentimento do paciente, foram colhidas amostras de sangue periférico
em tubos contendo anticoagulante EDTA e tubo com gel separador que foram
utilizados para a pesquisa dos polimorfismos do gene BCL11A (por PCR em tempo
real), dosagens da HbF, HbS (por HPLC); as dosagens séricas de IL-6, IL-17, TNF-
a, IL-10 e de TGF-p (por Elisa). Realizou-se a contagem de reticulécitos (por
metodologia manual); dosagens séricas de LDH, da MetHb, atividades das enzimas
antioxidantes catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), nos eritrocitos dos
pacientes, e as determinacdes plasméticas do MDA e nitrito através da técnica
espectrofotométrica. Os haplotipos do gene da beta globina S foram obtidos dos
prontuarios dos pacientes, realizados previamente ao estudo, pelo LPHDGH do
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Curso de Farmécia da UFC (SILVA, et al, 2009). Também, as informacdes

demogréficas e clinicas foram obtidas dos prontuarios.

3.2.2 Dosagem de HbF e HbS
A determinacéo da concentracdo de HbF foram realizadas através de HPLC.

3.2.3 Dosagens das citocinas

As Citocinas IL-6, IL-17, TNF-a, IL-10 eTGF-B foram dosadas por Elisa
utilizando-se kits da BD- BIOSCIENCES, seguindo o seguinte protocolo:

3.2.4 Determinacao dos parametros de hemolise

-Contagem de reticul6citos(Ret.): foi realizada através de contagem manual
utilizando-se o corante supravital azul de cresil brilhante em sangue com

anticoagulante EDTA.

-Dosagem de metemoglobina (MetHb): foi realizada por método
espectrofotométrico, segundo a metodologia proposta por Naoum et al (2000). Essa
técnica fundamenta-se na avaliagdo da solucdo de hemoglobina, previamente
estabilizada em tampao fosfato, 60 mol L-1 em dois comprimentos de onda
especificos para metemoglobina (630 nm) e oxihemoglobina (540 nm). Foi utilizado

tampao fosfato 60 mol L-1 e saponina a 1% como reagentes.

-Dosagem de Lactato desidrogenase (LDH): foi realizada por metodologia
cinética utilizando-se kits da marca Labtest® e seguindo o protocolo especifico para

a sua determinagcdo em equipamentos semi-automatizados da marca LabQuest®.

3.2.5 Testes do estresse oxidativo

-Protocolo para determinacdo da concentracdo de Malonaldeido (MDA)
(DRAPER; HADLEY, 1990):

O método mais empregado para determinacdo do MDA em amostras biologicas
€ baseado na sua reacdo com o acido tiobarbitdrico -TBARS. Nessa reacéo, duas
moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA
para formar um croméforo réseo que tem absorbancia maxima em solugéo &cida em
532nm a 535nm. A quantificagéo foi realizada por espectrofotometria de acordo com

0 protocolo empregado, que consiste na incubacao de 150uL de plasma em banho-
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maria a 37° por 1 h, seguido por adicdo de 200uL de acido perclorico a 35%, para
precipitar as proteinas. Em seguida realizou-se a centrifugacdo a 14.000rpm por 10
min, apos, foi adicionado ao sobrenadante, 100uL de uma solucéo de tiobarbiturato
de Sodio a 0,6%. A amostra permaneceu em banho-maria aquecido entre 90 e
100°C por 30 min. Ap6s resfriada, a absorbancia foi medida em leitor de microplacas
a 560nm.

-Determinacao da concentracao de Nitrito (NOx) (GREEN et.al., 1981):

Este método se baseia na deteccdo da presenca de nitrito em amostras
biolégicas (urina, plasma, homogenado tecidual) através de uma reacdo de

diazotizacdo com formac&o de um cromaforo de cor résea.
-Atividade enziméatica da Catalase (CAT) (AEBI, 1984):

A atividade da catalase (CAT) nas hemécias foi determinada por método
espectrofotométrico, monitorando a decomposi¢cdo do H202 a 240nm (DRAPER;
HADLEY, 1990).

-Protocolo para determinacdo da atividade enzimatica da glutationa

peroxidase (GPx)

A medida da GSH-Px nos eritrocitos foi determinada utilizando o kit Glutathione
Peroxidase Cellular Activity Assay® (Sigma-Aldrich). O kit utiliza método de
determinacdo indireta da enzima. A analise é baseada na oxidagdo da glutationa
reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG), catalizada pela GPx utilizando a
glutationa redutase(GR) e fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH).
A diminuicdo na absorbancia do NADPH medida a 340 nm, durante a oxidacdo de
NADPH para NADP ¢ indicativo da atividade de GPx.

3.2.6 Determinacdo dos Moduladores genéticos

-Extracdo do DNA gendmico: O DNA foi isolado de leucocitos, a partir de
amostras de sangue total, colhidas em tubos contendo o anticoagulante EDTA.
Foram utilizados kits de extracdo da BIOPUR®.
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Apés a realizagdo do protocolo de extragdo, todas as amostras de DNA
extraido foram quantificadas no aparelho NANODROP, para posterior amplificagdo

génica. As amostras foram armazenadas a -20° C até o momento da utilizac&o.

Apoés quantificacao em NANODROP (ND-1000; NANODROP
TECHNOLOGIES INC., WILMINGTON, DE, EUA), aliguotas de DNA foram
utilizadas como molde em reacdes de PCR quantitativa em tempo real. A técnica
consiste no monitoramento 6ptico da fluorescéncia emitida durante a reacdo de PCR
(HIGUCHI et al., 1993), através da ligacdo de uma sonda especifica ou um corante,
na fita recém sintetizada. As reacgdes, feitas sempre em duplicata, foram realizadas
utilizando-se o reagente VIC/FAM, PCR Master Mix® (APPLIED BIOSYSTEMS,
FOSTER CITY, CA, EUA), que além de conter todos 0s reagentes necessarios para
a PCR (dNTP’s, MgCI2, tampéo, Tag Ampli-Gold), contém o corante SYBRGreen,
componente intercalante de dupla fita. Além disso, utilizaram-se também amostra de
DNA e primers especificos para o gene analisado. Em todos os casos foram feitos
controles negativos, contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reacdes
foram preparadas em placas de 96 pocos (APPLIED BIOSYSTEMS, FOSTER CITY,
CA, EUA) com tampas plasticas que permitem a passagem de luz. O programa foi
iniciado por 95°C/10minutos, seguindo-se 40 ciclos: 92°C/15segundos -
60°C/1minuto.

A deteccdo da amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI
5700 SEQUENCE DETECTOR SYSTEM® (APPLIED BIOSYSTEMS) e os
resultados foram apresentados pelo programa GENEAMP® 5700 SDS (APPLIED
BIOSYSTEMS, FOSTER CITY, CA, EUA) em graficos de fluorescéncia versus
namero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do limite basal

estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct.

A caracterizacdo dos polimorfismos no gene BCL11A, no cromossomo 2,
neste estudo foi realizado por PCR em tempo real no aparelho APPLIED
BIOSYSTEMS de acordo com protocolo do kit da LIFE TECHNOLOGIES®. A analise
dos polimorfismos no gene BCL11A foi realizada através dos SNPs rs11886868, rs
4671393 e rs 7557939 por PCR em tempo real (QPCR).

Foram considerados o genotipo AA como selvagem e GG como mutante para
o polimorfismo rs4671393, o gendtipo selvagem GG e mutante AA para rs7557939 e
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0 gendtipo CC como selvagem e o mutante TT para o SNP rs1186868 do gene
BCL11A.

GENE: BCL11A

SNP ID 7557939: A reacdo foi realizada para um volume final de 25 uL. No
eppendorf foram adicionados 7 yL de agua para inje¢ao; 12,5 yL de Master Mix; 0,5
ML do SNP 755; e 5 uL de DNA gendmico. O processo de amplificagao foi realizado
por uma desnaturacdo prévia de 95°C por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 92°C por 15 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A analise foi realizada no software do
termociclador 7500 Real Time PCR System (APPLIED BIOSYSTEMS), na funcéo

para genotipagem.

Localizacdo do Cromossomo: Cr.2: 60721347 - 60721347

Polimorfismo: A/G, Substituicao

Sequencia [VIC/FAM]:
TACATCCTTGAGCTACACAGGCTAA[A/G]CAAGAGTGAGAGAGGGTGATGCTGA

SNP ID 4671393: A reacdo foi realizada para um volume final de 25 uL. No
eppendorf foram adicionados 7 uL de agua para injecao; 12,5 uL de Master Mix; 0,5
ML do SNP 467; e 5 uL de DNA gendmico. O processo de amplificagao foi realizado
por uma desnaturacdo prévia de 95°C por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 92°C por 15 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A andlise foi realizada no software do
termociclador 7500 REAL TIME PCR SYSTEM (APPLIED BIOSYSTEMS), na funcédo

para genotipagem.

Localizagdo do Cromossomo: Cr.2: 60720951 - 60720951
Polimorfismo: A/G, Substituicao

Sequencia [VIC/FAM]:

CCAGTGCTGTGGACAGCAAAGCTTCIA/G]GTGCAGGAAATTAAGATTCCCCCTG
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SNP ID 11886868: A reacao foi realizada para um volume final de 25 pL. No
eppendorf foram adicionados 7 yL de agua para inje¢ao; 12,5 yL de Master Mix; 0,5
ML do SNP 118; e 5 uL de DNA gendmico. O processo de amplificagao foi realizado
por uma desnaturacdo prévia de 95°C por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 92°C por 15 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A analise foi realizada no software do
termociclador 7500 REAL TIME PCR SYSTEM (APPLIED BIOSYSTEMS), na funcédo

para genotipagem.
Localizacdo do Cromossomo: Cr.2: 60720246 - 60720246
Polimorfismo: C/T, Substituicao

Sequencia [VIC/FAM]:

TATCGTCTTTTGTGTTTAATTTCTT[C/T]CACAGAGCAGAATGATTCTGGGATT
Descarte do Material Biolégico

O descarte do material biologico foi realizado segundo a resolucdo da
diretoria colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria.

3.3 Aspectos Eticos

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e
executado segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolu¢do n°
466/2012, sob protocolo N° 122.12.10.

3.4 Analise Estatistica

Toda a andlise estatistica foi realizada usando o software livre R, na versao
3.1.2. Para andlise da frequéncia do sexo e dos genotipos, por regido e das
associacdes entre o tipo de haplotipo e dos eventos clinicos com as regides do

BCL11A, foram usados os testes de Qui-quadrado e o exato de Fisher. Realizou-se
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o teste paramétrico de ANOVA (obtido sob suposic¢des distribucionais), bem como o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para a analise da associa¢do dos genétipos
do gene BCL11A com a idade, os niveis de HbS, HbF, perfil inflamatério, hemolitico

e do estresse oxidativo. Foi considerado significante ao nivel de 5%.
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4 RESULTADOS

Caracterizacao da populagédo estudada

Foram avaliados 42 pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de AF
confirmado por biologia molecular, em estado basal da doenca e em tratamento com
HU (Hydréia® na dose de 20mg/kg/dia), ha mais de um ano, com objetivo de
analisar a influéncia do modulador genético BCL11A no perfil inflamatério (IL-6, TNF-
alpha,IL-10, TGF-B), hemolitico (MetHb, Ret, LDH), no estresse oxidativo (NOX,
MDA, CAT,GPx), niveis de hemoglobina fetal e na evolucéo clinica dos pacientes
com Anemia Falciforme, em acompanhamento ambulatorial no Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), em Fortaleza, Ceara, no periodo de mar¢co de 2013 a
marco de 2015.

Figura 8: Distribuic&o dos pacientes segundo 0 sexo.

= Feminino

= Masculino

Tabela 1: Estatisticas descritivas das variaveis idade, Hemoglobina Fetal (%) e
Hemoglobina S (%) dos pacientes incluidos no estudo.

Desvio-
Amplitude Q1 Mediana Q3 Média padrao CV
Idade 18-65 26,3 33,0 40,3 35,1 12,0 34,2%
HbF (%) 1,9-32,2 7,9 10,9 18,9 13,1 8,2 62,5%

HbS (%) 63,5-96,0 75,7 83,3 40,3 82,0 85 10,4%
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A maioria dos pacientes (57,14%) é do sexo feminino. A idade dos pacientes
incluidos esta entre 18 e 65 anos, apresentando um valor médio e mediano de 35,1

anos e 33 anos, respectivamente.

Tabela 2: Valores-p dos testes para igualdade entre proporc¢des dos genoétipos por

regiao.

Qui-
Regido guadrado
BCL11A rs7557939 0,0366*
BCL11A rs4671393 0,4244
BCL11A rs1186868 0,4326

Apenas na regido BCL11A rs7557939, existe evidéncia estatistica, ao nivel de
5%, de que um gendtipo seja 0 mais prevalente. Pode-se concluir que o genétipo

A/G é o0 mais prevalente para a regido em questao.

Figura 9: Distribuicdo do sexo segundo genotipo por regiao.

(a) BCL11A rs7557939

58,33%

60,00%

50,00%

40,00%
B Feminino

30,00% .
m Masculino

20,00%

10,00%

0,00%
AJA A/G G/G



(b) BCL11A rs4671393

60,00%

50,00%

40,00%
m Feminino
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m Masculino

20,00%

10,00%

0,00%
AfA A/G G/G

(c) BCL11A rs1186868

60,00%
50,00%

40,00%
m Feminino

30,00% .
m Masculino

20,00%

10,00%

0,00%

c/C (Wa) T/T

Tabela 3: Valores-p dos testes de associagéo entre sexo e genotipo, por regiao.

Regido Qui-quadrado Exato de Fisher
BCL11A rs7557939 0,0166* 0,0202*
BCL11A rs4671393 0,7313 0,7492

BCL11A rs1186868 0,0320* 0,03194*

50
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Pela Tabela 3, conclui-se que ndo existe relacdo entre sexo e gendtipo,
apenas na regido BCL11A rs4671393, ao nivel de 5%. Pela Figura 9(a), pode-se
concluir que na regido BCL11A rs7557939 existe uma prevaléncia maior das
mulheres para o gendtipo A/G, enquanto os homens tem uma prevaléncia maior no
gendtipo A/A. J& na regido BCL11A rs1186868, a maioria (56,52%) das mulheres
apresentam o genotipo C/T, enquanto a metade dos homens apresentam o genaétipo
TIT.

Figura 10: Avaliacdo da Modulagdo genética dos SNPs do gene BCL11A (
rs4671393, rs7557939, rs1186868), no perfil médio(x erro-padrdo da média) da
idade, por gendtipo e regido.
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Tabela 4: Valores-p dos testes para igualdade entre médias/medianas das idades
por gendtipo, para cada uma das regides.

Regiao ANOVA Kruskall-Wallis
BCL11A rs7557939 0,3195 0,5000
BCL11A rs4671393 0,3087 0,3993
BCL11A rs1186868 0,1219 0,1789

Pela Tabela 4, podemos concluir que nao existe diferenca entre as
meédias/medianas das idades por genoétipo, para cada uma das trés regides, ao nivel
de 5%.

Figura 11: Distribuicdo de frequéncia dos polimorfismos do gene BCL11A para cada
uma das trés regides. (a) BCL11A rs7557939, (b) BCL11A rs4671393, (c) BCL11A
rs1186868.

(a) BCL11A rs7557939

= AJA
= A/G
= G/G
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(b) BCL11A rs4671393

= AJA
= A/G
= G/G

(c) BCL11Ars1186868

= C/C
= /T
[ ] T,-"T

Néo foi possivel determinar o polimorfismo para 3 pacientes na regiao
BCL11A rs4671393 e para 5 pacientes na regido BCL11A rs1186868. Tais
pacientes, foram excluidos da analise. Na Tabela 5, apresentamos os valores-p dos
testes de associacdo das regides do BCL11A com os trés grupos de haplétipos
(BANTU/BANTU; BANTU/BENIN e BENIN/BENIN).
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Tabela 5: Valores-p dos testes de associacdo entre o tipo de haplétipo e as regides
do BCL11A.

Qui- Exato de
Regiéo guadrado Fisher
BCL11A rs7557939 0,4950 0,5911
BCL11A rs4671393 0,3525 0,3046
BCL11A rs1186868 0,5810 0,6505

Nenhuma regido apresentou associacdo significativa com o0s grupos de
haplétipos, logo, ndo ha uma prevaléncia maior de um dos haplétipos com alguma
regido especifica do BCL11A.

Modulacao entre os gendtipo do polimorfismo do gene BCL11A com HbS.

Foi realizada a comparacdo entre os gendtipos dos trés SNPs do gene
BCL11A com a média da HbS dos pacientes em estudo, com objetivo de avaliar a
associacao entre os trés gendtipos. Na Figura 12 pode-se verificar que somente na
regido BCL11A rs1186868 houve diferenca significativa na média/mediana de HbS
dos gendtipos, ao nivel de 5%. Utilizando testes de comparagbes mudltiplas
paramétricos e ndo parameétricos, pode-se concluir ao nivel global de 5% que a
média/mediana de HBS dos pacientes com gendtipo T/T € estatisticamente maior
que a média/mediana de HBS dos pacientes com genétipo C/C, ndo havendo
diferenca no numero médio/mediano de pacientes com genétipo T/T
comparativamente aos pacientes com genétipo C/T e nem dos pacientes com

gendtipo C/T, comparativamente aos pacientes com genoétipo C/C.
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Figura 12 : Modulacdo genética dos SNPs do gene BCL11A (rs4671393,
rs7557939, rs1186868), na concentracdes da HbS, nos pacientes com AF (n=42).
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Tabela 6: Valores-p dos testes para igualdade entre médias/medianas de HBS (%)
dos gendtipos por regiao.

Kruskall-
Regido ANOVA Wallis
BCL11A rs7557939 0,0914 0,0993
BCL11A rs4671393 0,2700 0,3026
BCL11A rs1186868 0,0341* 0,0433*




Modulacao dos genétipo do polimorfismo do gene BCL11A com a

concentracdo da HbF, nos pacientes com AF.

Figura 13 : Modulacao genética do SNPs do gene BCL11A (rs4671393, rs7557939,

rs1186868), na concentracdes da HbF, nos pacientes com AF (n=42).
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Somente na regiao BCL11A rs4671393 nao houve diferenca significativa na
media/mediana de HBF dos genotipos, ao nivel de 5%. Utilizando testes de
comparacoes, podemos concluir ao nivel global de 5% que nas regioes BCL11A
rs7557939 e BCL11A rs1186868, o numero medio/mediano de HBF para pacientes
com genotipo A/G é estatisticamente superior ao numero medio/mediando de HBF
para pacientes com genotipo A/A, nao havendo diferenca do numero medio/mediano
de HBF entre pacientes com genotipos A/G e G/G, e tambem entre A/A e G/G. A
Figura 13 pode-se verificar que somente na regido BCL11A rs1186868 houve
diferenca significativa na média/mediana de HbS dos gendtipos, ao nivel de 5%.
Utilizando testes de comparac¢des multiplas paramétricos e ndo paramétricos, pode-
se concluir ao nivel global de 5% que a média/mediana de HBF dos pacientes com
genatipo T/T é estatisticamente menor que a média/mediana de HBF dos pacientes
com gendtipo C/C, ndo havendo diferenca no nimero médio/mediano de pacientes
com genotipo T/T comparativamente aos pacientes com genétipo C/T e nem dos

pacientes com genoétipo C/T, comparativamente aos pacientes com gendtipo C/C.

Associacdo entre os genétipos do polimorfismo do gene BCL11A com os

marcadores inflamatérios em pacientes com AF

Tabela 14. Modulacao gendtica do SNPs do gene BCL11A (rs4671393, rs7557939,
rs1186868) sobre os marcadores pro-inflamatorios (IL-6, TNF-alfa e IL-17), nos

pacientes com AF (n=42).
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Associacdo entre os genétipos do polimorfismo do gene BCL11A com os

marcadores anti-inflamatorios em pacientes com AF

Figura 15. Modulacao genética dos SNPs do gene BCL11A (rs4671393, rs7557939,

rs1186868) sobre os marcadores anti-inflamatorios (IL-10 e TGF-B), nos pacientes

com AF (n=42).
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Figura 16. Modulagéo genética dos SNPs do gene BCL11A (rs4671393, rs7557939,
rs1186868) sobre os marcadores de hemdlise , nos pacientes com AF (n=42).
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Figura 17. Modulacéo genética dos SNPs do gene BCL11A sobre os marcadores do
estresse oxidativo nos pacientes com AF (n=42).
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Nenhuma regido apresentou diferenca significativa com relagdo ao ndmero
médio/mediano dos dos moduladores inflamatérios, marcadores de hemdlise e de

estresse oxidativo dos genatipos, ao nivel de 5%.

Associacdo entre os genétipos do polimorfismo do gene BCL11A com o0s

marcadores de hemolise em pacientes com AF

Tabela 8: Valores-p dos testes para igualdade entre médias/medianas dos
moduladores inflamatorios, marcadores de hemolise e de estresse oxidativo por
genatipo e regido.

e BCL11A rs7557939 BCL11A rs4671393 BCL11A rs1186868
ANOVA Kruskall-Wallis ANOVA Kruskall-Wallis ANOVA Kruskall-Wallis

IL-6(pg/mL) 0,4386 0,1559  0,2006 0,1233  0,6698 0,3360
TNF-a (pg/mL) 0,5045 0,1140  0,6336 0,5926  0,6563 0,3382
IL-17(pg/mL) 0,5328 0,9482  0,6641 0,9692  0,7347 0,9953
IL-10(pg/mL) 0,9136 0,8633  0,4024 0,2561  0,9423 0,7515
TGF-B (pg/mL) 0,3159 0,5938 0,7163 0,6629  0,5990 0,8627
MetHb (%) 0,5364 0,6699  0,4682 0,4545  0,9898 0,9554

Ret (%) 0,0521 0,0980  0,4634 0,6238  0,0529 0,1581

LDH (U/L) 0,2188 0,1574  0,2218 0,0748  0,2229 0,1399
NITRITO (uM) 0,1046 0,5574  0,9074 0,9553  0,1132 0,6399
MDA (uM) 0,8620 0,9076  0,6196 0,4800  0,6459 0,8132
CATALASE (U/mL) 0,9459 0,8654  0,7971 0,4991 0,8794 0,7330
GPX (U/L) 0,2572 0,4947  0,3830 0,7804  0,4864 0,7394

Modulacéo dos genétipos do polimorfismo do gene BCL11A (rs4671393,
rs7557939, rs1186868) com eventos clinicos dos pacientes com AF

Foi realizada a avaliar da modulacdo dos polimorfismos do gene
BCL11A(rs4671393, rs7557939, rs1186868) em relacdo aos eventos clinicos mais
recorrentes(Internamentos, transfusdes, crises algicas, litiase, Ulceras de pernas,
priaprismo, acidente vascular cerebral, hemossiderose, sindrome toracica aguda e
infeccbes nos ultimos dez anos (prontuarios médicos) nos pacientes com AF,
atendidos no ambulatério do HUWC . (Tabela).
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Tabela 9. Valores-p dos testes de associacao entre 0s eventos clinicos e a

frequéncia dos gendtipos, por regido.

Evento Clinico BCL11A rs7557939 BCL11A rs4671393 BCL11A rs1186868
Qui-quadrado Fisher  Qui-quadrado Fisher  Qui-quadrado Fisher

Internamentos 0,8245 0,8871 0,6771 0,8624 0,7524 0,7756
TransfusGes 0,4931 10,6284 0,5835 0,6704 0,5385 10,6188
Crises Algicas 0,4931 10,6284 0,2732 0,3471 0,5395 10,5044
Litiase 0,9839 >0,9999 0,9161 >0,9999 0,6971 0,5195
Ulceras 0,4497 0,5223 0,0895 10,0885 0,7586 0,7675
Necrose Femoral >0,9999 >0,9999 0,4688 0,7380 0,9341 >0,9999
Priaprismo 0,9419 >0,9999 0,6268 >0,9999 0,9341 >0,9999
AVC 0,5888 0,8032 0,4807 0,6362 0,5340 0,6669
Hemossiderose 0,2466 0,2511 0,3099 0,5471 0,2259 0,2705
STA 0,2466 0,4983 0,1522 0,2564 0,2497 0,4955
InfecgOes 0,7897 0,9031 0,7779 0,7986 0,8173 0,8988

N&o foram evidenciadas associacdes significativas, ao nivel de 5%, entre os
eventos clinicos descritos e os genadtipos do BCL11A, nas trés regides supracitadas
(Tabela 9).
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5 DISCUSSAO

Embora todos os pacientes com AF apresentem a mesma mutacdo genética
no gene da B-globina que compromete a formacao da hemoglobina, observa-se uma
ampla variabilidade clinica entre os pacientes, entdo, é relevante um melhor
entendimento dos fatores envolvidos na fisiopatologia AF, que possibilita a
identificagdo dos pacientes com risco maior de evoluir com complicagées e, assim,
desenvolver melhorias na assisténcia a estes pacientes através da modificacdo do
curso natural da doenca ou da implementacéo de novas terapias que visem diminuir

as intercorréncias clinicas da doenca.

A maioria dos pacientes (57,14%) € do sexo feminino. A idade dos
pacientes incluidos esta entre 18 e 65 anos, apresentando um valor médio e
mediano de 35,1 anos e 33 anos, respectivamente.

Apenas na regido BCL11A rs7557939, existe evidéncia estatistica, ao
nivel de 5%, de que um genoétipo A/G é o0 mais prevalente para a regido em

guestao.

No presente estudo verificou-se que ndo existe relacdo entre sexo e genotipo,
apenas na regido BCL11A rs4671393, ao nivel de 5%. Portanto, pode-se concluir
que na regido BCL11A rs7557939 existe uma prevaléncia maior das mulheres no
gendtipo A/G, enquanto os homens tem uma prevaléncia maior no genétipo A/A. Na
regido BCL11A rs1186868, a maioria (56,52%) das mulheres apresentam o genétipo
C/T, enquanto a metade dos homens apresentam o gendtipo T/T. Em relacdo a
rs1186868 resultados semelhantes foram obtidos por Bhanushali et al, (2015) em
238 pacientes com anemia falciforme da India. Verificou-se no presente estudo que
nao existe diferenca entre as médias/medianas das idades por genotipo, para cada

uma das trés regides, ao nivel de 5%.

Letrre et al. (2008) realizaram um estudo de coorte independente onde
avaliaram a frequéncia dos polimorfismos na populacdo brasileira. Os referidos
autores obtiveram prevaléncia dos alelos A; G e T para as regides rs7557939,
rs4671393 e rs1186868 respectivamente.
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Estudos de prevaléncia tornam-se importantes, pois sugerem a diversidade
de origens étnicas da populacéo brasileira, tendo em vista que a presenca da AF
esta relacionada com o componente afro-descendente, devido ao trafico de escravos
oriundos da Africa vindos ao Brasil (PANTE-DE-SOUZA et al., 1998). A partir de
estudos que demostram a prevaléncia de determinada mutagédo em uma populacao,
pode-se entender como uma doenca predominantemente genética como a AF, se
apresenta com cursos clinicos tdo variaveis de acordo com a populacdo a qual

acomete.
Hemoglobina S e Fetal

Sebastiani et al. (2005) realizaram um estudo com 1398 pacientes com AF,
afim de investigar a participacdo de genes modificadores que poderiam interferir na
heterogeneidade clinica da AF. Ao final do trabalho, os pesquisadores demostraram
que 31 SNPs em 12 genes que interagiram com a hemoglobina fetal modulando o
risco de acidente vascular cerebral. Dentre os moduladores descritos na literatura
encontram-se: (I) os haplotipos da p-globina; (I1) os niveis de HbF e (lll) a presenca
de polimorfismo no gene BCL11A, associados a expressao de HbF (STEINBERG,
2009; LETTRE et al., 2008). O presente trabalho avaliou a influéncia de cada um
desses fatores no curso clinico de 42 pacientes com AF em acompanhamento
ambulatorial no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC).

O evento inicial da fisiopatologia da AF decorre da polimerizacdo da HbS,
qgue, quando desoxigenada, forma polimeros que tornam as membranas das
hemacias rigidas, as quais ndo maleaveis, transitam através dos capilares
sanguineos resultando em oclusédo vascular. A vaso-oclusdo, fenbmeno comum na
fisiopatologia da AF, resulta em hemolise, disfungéo endotelial, inflamac&o crénica e
stress oxidativo (REES; GIBSON, 2011).

A fim de avaliar a influéncia do BCLL1A como modulador clinico na AF,
realizou-se a associacdo dos polimorfismos de nucleotideos simples (SNP) com os
niveis de HbS e HbF desses pacientes. O presente trabalho observou um efeito
protetor dos alelos selvagens modulando a producdo de HbF e diminuindo a
guantidade de HbS.
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Para a regido rs1186868, os pacientes que possuiam pelo menos um dos
alelos selvagem (C/C ou C/T) apresentaram niveis mais elevados de HbF, enquanto
gue os pacientes homozigotos mutantes (T/T) obtiveram niveis diminuidos com
significancia estatistica. Para a HbS, a mesma regido polimorfica demonstrou, com
nivel de significancia, que os individuos que possuiam carga génica selvagem (C/C
ou C/T) apresentavam menor quantidade da HbS falcizada quando comparados com

individuos que possuiam apenas o alelo mutante (T/T).

A andlise da regido rs7557939 confirma o efeito protetor do alelo selvagem
em pacientes com AF. Para essa regido polimorfica, observamos que a presenca do
alelo selvagem G, garantiu aos pacientes G/G e G/A niveis elevados de HbF quando
comparados com pacientes homozigotos mutantes A/A. Estes resultados estéo de
acordo com o Makani et al, 2011 que encontrou no locus rs1186868 e rs4761393

sobre os niveis de expressao de HbF serem maiores para A/A.

Esse efeito protetor dos alelos selvagens foi confirmado por Uda et al. (2008)
gue constataram que o alelo C da regido rs11886868 no gene BCL11A esta
associada com um melhor fen6tipo em pacientes com anemia falciforme, devido ao
aumento da producao de hemoglobina fetal nos mesmos.

O mecanismo de accado do BCL11A na regulacdo dos niveis de HbF ainda é
desconhecido, porém trabalhos apontam que este gene pode ligar-se a regides
reguladoras da produgédo de y-globina e, assim, estar envolvidos como interruptor
molecular que determina a producao relativa de HbF em adultos (QUEK; THEIN,
2007).

Outras evidéncias anteriores acerca da influéncia do BCL11A na expressao
de HbF demonstram a associacao alelo C com altos niveis de HbF, enquanto o alelo
T funcionaria como um alelo repressor para a expressao da HbF (LETTRE et al.,

2008). Os achados atuais corroboram com tais evidéncias.

Bhanushali et al, (2015) avaliaram a influencia dos SNPs para o0 gene do
BCL11A na concentracdo da HbF em 240 pacientes com AF e 60 com o traco
falciforme, na India. A genotipagem foi realizada para o BCL11A rs11886868 e
rs34211119. Os niveis de HbF% obtidos no SNP rs11886868 foram de 20,4%;
19,6% e de 16,8 para os gendétipos CC, CT e TT, respectivamente. Resultados que

corroboram com os obtidos no presente estudo. O alelo mutante T esta associado
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com baixo niveis de HbF%, consequentemente com um quadro clinico menos
promissor. O estudo conclui que o alelo mutante T, do SNP rs11886868 reducao de
quase 18% nos niveis de HbF. Lettre et al. (2008) encontraram uma associacao
significativa entre HbF e SNPs no gene BCL11A em dois grupos de pacintes com AF
afro-descendentes e brasileiros (n=350). A associa¢gdo mais significante foi na regiao
rs4671393 (p = 3 x 10 (-8) entre os brasileiros). Os SNPs BCL11A poderiam, entéo,
explicar as variacdo nos niveis de HbF e mais do que 20% da variacao fenotipica no
traco de HbF. Através de analises estatisticas, os autores demostraram que niveis
elevados de HbF reduziram as crises de dor em pacientes com doenca falciforme.
Cardoso et al, (2014) também verificaram que os niveis elevados de HbF em
pacientes com anemia falciforme no estado do Pard, norte do Brasil foram
influenciados principalmente por alelos de BCL11A (rs4671393). Embora a regidao
rs4671393 ndo demonstre diferenga significativa entre os grupos observa-se uma
tendéncia que confirmam os resultados anteriores, onde 0s pacientes com carga
génica selvagem A/A e A/G apresentam valores médios de HbF mais elevados

(88,07 + 8,92) em relacdo a pacientes homozigotos para a mutacgéo (76,45 + 10,17).

A andlise da relacdo dos SNPs do gene BCL11A com os haplétipos do gene
da beta globina ndo apresentou nenhuma relacdo. Pacientes com um haplétipo
Bantu tem uma HbF inferior e aqueles com um haplétipo Senegal ou Arabia indiano
tém HbF maior; individuos com um haplétipo Benin tém niveis de HbF intermediarios
(AKINSHEYE, et al., 2011).

Os pacientes com AF encontram-se em um estado inflamatério crénico de
origem multifatorial que envolve vaso-oclusdes recorrentes, crises hemoliticas e
respostas inflamatérias continuas que se manifestam por elevacdo nos niveis de
citocinas inflamatérias, diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico, hemolise
intravascular e stress oxidativo (ZAGO; PINTO,2007; CONRAN, COSTA, 2009).

Avaliando a influéncia do polimorfismo no perfil inflamatério dos pacientes
com AF, a pesquisadora observou a importancia da IL-6 como fator de progndstico
associado as regibes do gene BCL11A. Embora nenhuma significancia estatistica
tenha sido obtida, a citocina de carater pro-inflamatoria se comportou de forma

regular e apresentou tendéncias de elevacdo em pacientes homozigotos mutantes
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para todas as regides estudadas. Uma amostragem maior de pacientes certamente
evidenciaria em nivel de p<0,05 uma diferenca entre os grupos de gendtipos.

Sabe-se que a IL-6 € sintetizada principalmente por fagdcitos mononucleares,
células endoteliais e fibroblastos em resposta a outras citocinas, como IL-1 e TNF-a
e que a mesma estimula a sintese de mediadores da fase aguda da inflamacéo e,
portanto, esta envolvida na resposta inflamatoria aguda. Participa também da
resposta imune mediada por células, uma vez que estimula a producao de citocinas
pro-inflamatérias (IL-17) e inibe a acdo das células T reguladoras(MAKIS;
HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000). Esse feedback de estimulacdo entre as
citocinas proé-inflamatorias exacerba ainda mais o estado inflamatério crénico nesses

pacientes.

Apesar de estudos que realizem associacao entre o SNP no gene BCL11A e
mediadores inflamatérios na AF serem ainda inexistentes, outros trabalhos ja
comprovam o estado inflamatério crénico desses pacientes, evidenciando aumento
de mediadores pro-inflamatoérios como IL-6, TNF-alfa e IL-17 (LANARO et al., 2009).

Bandeira et al. (2014), realizou um estudo onde pb6de comprovar que 0O
haplotipos da B-globina influenciam o perfil inflamatério dos pacientes com AF. Os
autores conseguiram demonstrar que pacientes com haplétipo Bantu/Bantu
apresentam niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias e niveis diminuidos de
citocinas anti-inflamatérias, quando comparados ao haplétipos Benin/Benin;
reiterando o haplétipo Bantu como sendo de pior progndstico e o haplétipo Benin se

estabelecendo com melhor curso clinico da doenca.

Seguindo o0 mesmo paralelo, o presente estudo surge de forma inovadora
associando polimorfismos do gene BCL11A com marcadores de inflamacéao e
levanta a conjectura de que individuos com carga génica para os alelos selvagens
estejam associados com diminuicdo de marcadores pré-inflamatérios na AF, como a
IL-6.

No que diz respeito aos marcadores anti-inflamatorios, os resultados também
demonstram que ndo houve a moducédo genética na IL-10 e TGF-f em todas as
regides. Sabe-se que o TGF-f atua como modulador da producdo de HbF. A

presenca de trés variantes génicas de sinalizacéo da citocina (TGFBR2, TGFBRS3 e
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BMP6) contribuem para um aumento da chance de AVC em pacientes com AF e em
individuos saudaveis, uma vez que ocorre modulacdo dos niveis de HbF. Os
pesquisadores inferiram essa associagdo com precisdo de 98,2% (SEBASTIANI et
al., 2005).

Na AF, estudos relacionam o TGF como um marcador urinario de disfuncéo
renal, e associam SNPs no gene da citocina com um aumento na predisposi¢ao para
0 AVC e para a hipertensao pulmonar (STEINBERG, 2009; MOHTAT et al., 2011),
porém trabalhos que avaliem sua associacdo com polimorfismos genéticos no gene

BCL11A ainda sdo desconhecidos.

N&o houve associacdo entre a 0os genétipos do BCL11A e os marcadores de
hemolise no presente estudo. Estudos demonstram que a LDH encontra-se elevada
na AF, pois a enzima participa da instauracdo do quadro hemolitico nos pacientes
com AF uma vez que a hemolise intravascular dos eritrcitos falciformes promove
liberacdo de hemoglobina livre, arginase, e lactato desidrogenase (LDH) no plasma
sanguineo (ELIAS et al.,, 2012; STOJANOVIC et al.,, 2012). A MetHb é liberado
fisiologicamente no plasma pelos sistemas redutores quando ocorre a oxidacdo da
hemoglobina e seus niveis séricos situam-se abaixo de 2%. Seu excesso na AF
pode ser explicada pela excessiva oxidacdo da hemoglobina (HbS) ou pela
diminuicao da atividade das enzimas redutoras (NASCIMENTO, 2008). Laurentino et
al (2014) demonstrou o excesso de MetHb em pacientes falciformes e ainda
correlacionou o tratamento com hidroxiuréia a diminuicdo desses niveis e, portanto,

maior protecdo hemolitica em pacientes tratados.

Por se tratar de uma das células da linhagem precursora eritrGide com maior
capacidade de aderéncia endotelial, os reticulocitos sdo de grande importancia para
o fenbmeno de vaso-oclusdo e encontram-se em maior nimero nos pacientes com
AF, contribuindo para a instauracdo do quadro inflamatdrio cronico. Os reticulécitos
dos pacientes com AF apresentam-se na forma ativados e expressam em sua
superficie o complexo de integrinas que se liga a fibronectina e a VCAM-1
endoteliais; além do receptor CD-36 que interage com a CD-36 presente nas células
endoteliais (KASSCHAU; BARABINO, 1996).

Com o intuito de estabelecer uma associacdo entre 0s genotipos do
polimorfismo BCL11A e o quadro de estresse oxidativo caracteristico da AF, foram
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realizadas as andlises com moléculas oxidantes (MDA e NOX) e antioxidantes
(Catalase e GPx). Estudos tem demonstrado um aumento nos niveis de MDA e NOx
e uma reducdo nos antioxidantes em pacientes adultos em Fortaleza, Ceara, em
estado estacionéario (ELIAS, et al., 2012; GONCALVES, 2012; GONCALVES et al.,
2011).

Os resultados do presente estudo ndo demonstraram nenhuma associagao a
nivel de significAncia de p<0,05 com nenhum dos biomarcadores do estresse
oxidativo. Estudos que associem esses marcadores oxidativo com 0s genotipos

polimorficos do gene BCL11A ainda sdo inexistentes na literatura.

Apesar dos resultados do presente estudo demonstrarem uma importante
influencia dos SPNs do gene BCL11A sobre a concentracdo da HbF, principal
modulador clinico, na doenca, ndo observamos nenhuma influencia dos mesmos
com 0s eventos clinicos (internamentos, transfusdes, crises algicas, litiase, Ulceras
necrose femoral, priaprismo, AVC, hemossiderose, STA, Infec¢des) analisados. Os
resultados ndo estdo de acordo com dados da literatura, onde se demonstra que
SNPs do gene BCL11A estdo associados com a reducéo de crises algicas (SMITH,
et al., 2008; LETTRE et al.,2008). A discordancia dos resultados do estudo com 0s
acima citados pode ser atribuida a varios fatores dentre eles a pricipalmente a sub
sotificacdo dos eventos clinicos, auséncia de um posto de emergéncia para 0s
pacientes com anemia falciforme do referido servi¢co e das dificuldade de vagas em
leitos nos hospitais universitarios como o HUWC, na maioria dos estados do Brasil,
entre outros. O fato € que os atuais estudos apontam para que indicadores
genéticos que interferem na HbF, na doenca falciforme, possam ser utilizados como

biomarcadores de progndstico.
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6 CONCLUSOES

Apenas na regido BCL11A rs7557939, existe evidéncia estatistica de que um

genaotipo A/G é o mais prevalente;

N&o ha uma prevaléncia maior de um dos haplétipos do gene da beta globina

S com as regifes do BCL11A avaliadas;

Houve um efeito modulador genético em duas regides do gene BCL11A,
demontrando que os alelos mutantes apresentam baixos niveis de HbF, resultados
que consolidam que o polimorfismo do gene BCL11A modulam o curso clinico da

doenca , apesar das ndo associacfes com os demais biomarcadores.;

Portanto, os resultados confirmam a hipotese de que os alelos selvagens em
algumas regides, para os niveis de HbF, conferem uma propriedade protetora na AF,
enquanto que a presenca do alelo mutante confere pior prognostico. Indicando que a
determinacdo da genotipagem nesse locus pode servir como um indicador

prognastico.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE
i FEDERAL po CEARA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado
“‘Modulagdo genética, do BCL11A no perfil inflamatério, hemolitico, estresse
oxidativo e nos niveis de hemoglobina fetal em pacientes com Anemia Falciforme”
que acontecera nos pacientes que sdo acompanhados no ambulatério do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) com o objetivo de entender melhor as
diferentes manifesta¢des da doenca.

A participacdo do (a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntaria 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 para que a pesquisa seja realizada. A coleta de sangue sera realizada no
Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (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 divulgacao dos resultados totalmente proibida a
terceiros, ficando restrita a discussédo académica de ambito cientifico e, ainda assim,
sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Serd, no entanto,
permitido o acesso as informac¢des 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 é Rosangela Pinheiro Gongalves Machado, endereco para contato: Rua
Tomais Acioli, n°® 1620, Apto 902.BairroDionizio Torres.Telefone 85-96126060. Se o
Senhor (a) tiver alguma consideracé@o ou duvida 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@huwc.ufc.br.

Caso o0 Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das
informacdes que leu ou que foram lidos para vocé sobre os propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que sua participacao é
voluntaria, que ndo ha remuneracdo 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 B

Figura 13. Amplificagéo de todos os alelos dos SNPs rs1186868, rs4671393 e
rs7557939 do gene BCL11A em experimento Unico
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Figura 14. Discriminacgao alélica para o SNP rs1186868 do gene BCL11A em

pacientes com AF em experimento unico.
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Figura 15. Discriminacgao alélica para o SNP rs4671393 do gene BCL11A em

pacientes com AF em experimento unico.
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Figura 16. Discriminacao alélica para o SNP rs7557939 do gene BCL11A em

pacientes com AF em experimento unico.
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