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RESUMO

A variabilidade clinica descrita na doenca falgiier (DF) tem sido associada ao efeito
epistatico de varios genes, a exemplo do ¢@datho (Kl), cujos polimorfismos interferem na
regulacdo de canais de potassid)(Kélcio (C&") e fosforo, na expressdo de vitamina D
(VitD) e paratorménio (PTH), e na supresséo doessé& oxidativo. Com isto, 0o presente
estudo teve por objetivos investigar a frequénaa SNPs noKl em individuos com
hemoglobinopatia SC (HbSC), associando-os a mareadte gravidade e subfenétipos da
doenca e investigar associa¢des entre os niveli§' d€&*, fosforo, VitD e PTH com tais
marcadores de gravidade. Foi desenvolvido um estiglocorte transversal com 113
individuos com HbSC provenientes da Fundacdo HEMQOBAlvador-Ba. As analises
hematoldgicas foram realizadas em contador elewbdé células; o perfil de hemoglobinas
foi confirmado pela cromatografia liquida de alesempenho; os marcadores lipidicos, de
hemdlise, de funcdo hepatica e renal,?*Ca fésforo foram avaliados por método
colorimétrico, assim como o'Kpor eletrodo de ion seletivo; as concentracoastiiee PTH
foram investigadas por quimioluminescéncia e deestteptolisina-O (ASLO) e proteina C
reativa (PCRe) por nefelometria; os SNPs Ko (rs1207568, rs9527025, rs564481 e
rs648202) foram genotipados pelo ensaio de discagdio alélica pelo sistema TagMan; os
haplétipos dos genes da globina beta foram in\edbig) pela reacdo da polimerase em cadeia
- com restricdo dos fragmentos com endonucleasesestacdo (PCR-RFLP). Os dados
clinicos foram coletados em prontuarios médicos.S®P rs1207568 foi associado a
ocorréncia de infecc6e$%£0,0170) e a niveis seéricos elevados de albuni=8,0370), o
SNP rs648202 foi associado ao uso de medica¢®«x0208) e 0 SNP rs9527025 a niveis
elevados de fésforo e bilirrubina direta (BPF0,0044 eP=0,0092, respectivamente). O K
foi positivamente correlacionado com os leucdc(te$,2916,P=0,0034), linfécitos tipicos
(r=0,2644,P=0,0082), mondcitosr€0,2370,P=0,0182), plaquetasr£0,4889, P<0,0001),
colesterol total r=0,2521, P=0,0118), colesterol LDL (Col-LDL)rE0,2953, P=0,0030),
fosforo §=0,2447, P=0,0277), proteinas totais (PTsJ=0,2415, P=0,0160), ferritina
(r=0,2263,P=0,0283), PCRer€0,2369,P=0,0222) e HbSrE0,2474,P=0,0135). O K teve
correlacdo negativa com hemacies-0,2076,P=0,0392) e Hb fetalrE-0,2328,P=0,0204).

O C&* apresentou correlacdo positiva com PES2991,P=0,0028) e albumina£0,3242,
P=0,0011) e negativa com o ASL®=(0,2216,P=0,0309). O fésforo foi negativamente
correlacionado com Hb r%£-0,3083, P=0,0051), hematdcrito r£-0,2610, P=0,0186),
bilirrubina indireta (=-0,2685, P=0,0154) e creatininar£-0,3844, P=0,0004). Houve
correlacdo positiva entre fosforo e eosindfilas0(4383, P<0,0001), linfocitos tipicos
(r=0,2560,P=0,0211), plaquetasr£0,3598,P=0,0010), as transaminases ASTEQ,3088,
P=0,0050) e ALT =0,2203,P=0,0481) e com a fosfatase alcalina(;5185,P<0,0001). A
VitD foi correlacionada negativamente com fenrs-0,3459,P=0,0006), volume corpuscular
médio ¢=-0,2071,P=0,0441), BD (=-0,2629,P=0,0101) e PTHrE-0,3689,P=0,0004), e
positivamente com reticulocitosr=0,2361, P=0,0220), linfécitos tipicos r€0,2306,
P=0,0245) e PCRer£0,2113,P=0,0420). O PTH teve correlacdo negativa com letac
(r=-0,2618, P=0,0143), linfocitos tipicos r€-0,2966, P=0,0053), mondcitos r£-0,2723,
P=0,0107), colesterol totai£-0,2282,P=0,0335), Col-LDL (=-0,2470,P=0,0211), BD (=-
0,2462,P=0,0443) e ASTrE-0,2274,P=0,0342). Neste estudo, o' Kiésforo, VitD, PTH e



0s SNPs n&l se mostraram Uteis para a avaliacdo da gravidadeacem individuos com
HbSC.

PALAVRAS-CHAVE: Klotho, Hemoglobinopatia SC, Potassio, Célcio,féi@s Vitamina
D, Paratormoénio.
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ABSTRACT

The clinical variability described in sickle celisdase (SCDhas been linked to epistatic
effect of various genesuch axlotho (KI), whose polymorphisms affect the potassium)(K
calcium (C&") and phosphorus channels regulation, the vitami(ViiD) and parathyroid
hormone (PTH) expression, and oxidative stress regpn. With this, the present study
aims to investigate th&l SNPs frequency in hemoglobinopathy SC (HbSC) iddizis,
associating them with markers of severity and disesub-phenotypes, and to investigate
associations between"KC&", phosphorus, VitD and PTH levels with such gravitgrkers.
We developed a cross-sectional study of 113 indadsl with HbSC from HEMOBA
Foundation, Salvador - Ba. The hematological valwese determined in electronic cell
counter; the hemoglobin (Hb) profile were confirmdxy high performance liquid
chromatography; the lipid, hemolysis, liver andriéy markers, G4 and phosphorus were
evaluated by colorimetric method, as well as thebi{ ion selective electrode; the VitD and
PTH concentrations were investigated by chemilusteace and the anti-streptolysin O
(ASO) and C-reactive protein (PCRe) by nephelomebrgKl SNPs (rs1207568, rs9527025,
rs564481 and rs648202) were genotyped by alleficroination assay by TagMan system
for genotyping; the beta globin genes haplotypesewsvestigated by polymerase chain
reaction srestriction fragment length polimorphisfRCR-RFLP). Clinical data were collected
from medical records. The SNP rs1207568 was adsdciith the infection occurrence
(P=0.0170) and raised serum albumin levéls(q.0370), the SNP rs648202 was associated
with the medications us®£0.0208) and the SNP rs9527025 with raised diréictibin (BD)
and phosphorus levelsP£0.0044 andP=0.0092, respectively). The "Kwas positively
correlated with leukocytes%£0.2916,P=0.0034), typical lymphocytes<£0.2644,P=0.0082),
monocytes(=0.2370,P=0,0182), platelets€0.4889,P<0.0001), total cholesteral£0.2521,
P=0.0118), LDL cholesterol (Col-LDL) r€0.2953, P=0.0030), phosphorusr£0.2447,
P=0.0277), total proteins (PTs)=0.2415,P=0.0160), ferritin (=0.2263,P=0.0283), PCRe
(r=0.2369,P=0.0222) and HbrE0.2474,P=0.0135). The Khad a negative correlation with
red blood cells re-0.2076,P=0.0392) and fetal Hbr€-0.2328,P=0.0204). The Ca was
positively correlated with PT$%£0.2991,P=0.0028) and albuminr£0.3242,P=0.0011) and
negatively with the ASOr¢g-0.2216,P=0,0309). The phosphorus was negatively correlated
with Hb (r=-0.3083,P=0.0051), hematocritr€-0.2610,P=0.0186), indirect bilirubin r&-
0.2685,P=0.0154) and creatining=-0.3844,P=0.0004). There was a positive correlation
between phosphorus and eosinophits0(4383,P<0.0001), typical lymphocytes=0.2560,
P=0.0211), platelet countr£0.3598, P=0.0010), the transaminases AST=(Q.3088,
P=0.0050) and ALT r=0.2203,P=0.0481) and with the alkaline phosphatase0(6185,
P<0.0001). The VitD was negatively correlated witloni (=-0.3459, P=0.0006), mean
corpuscular volumer£-0.2071,P=0.0441), BD (=-0.2629,P=0.0101) and PTHr€-0.3689,
P=0.0004), and positively with reticulocytes=0.2361, P=0.0220), typical lymphocytes
(r=0.2306,P=0.0245) and PCRe&=£0.2113,P=0.0420). The PTH had a negative correlation
with leukocytes 1=-0.2618, P=0.0143), typical lymphocytesr%£-0.2966, P=0.0053),
monocytes(=-0.2723,P=0.0107) and total cholesterok£0.2282,P=0.0335), Col-LDL (=-
0.2470,P=0.0211), BD £=-0.2462,P=0.0443) and ASTrE-0.2274,P=0.0342). In this study,
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the K", phosphorus, VitD, PTH and tHd SNPs evaluated proved useful parameter for
evaluating the clinical severity in individuals titibSC.

KEYWORDS: Klotho, Hemoglobinopathy SC, Potassium, Calciuhmgdphorus, Vitamin D,
Parathyroid hormone.
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1 INTRODUCAO

1.1HEMOGLOBINA

A molécula de hemoglobina (Hb) possui estruturanglular tetramérica, sendo o
maior constituinte proteico dos eritrocitos. A Hic@mposta por dois pares de cadeias de

globinas distintas, sendo um dos pares de cadéiatHa-o e zeta&) e o outro de cadeias

ndo-alfa (betd3, delta-d, gamasy ou épsilone), cada uma contendo um grupo heme, que é

formado pelo grupamento prostético denominado parfwina IX mais o a&tomo de ferro no
estado ferroso (F®. Os atomos de ferro tém a capacidade de se digaroléculas de
oxigénio, que sdo conduzidas aos tecidos pelalag@a sanguinea (CLARKE, 2000;
GALIZA NETO, 2003).

Em humanos, os genes que codificam a cadeia al#idzam-se no cromossomo 16,
ao passo que no cromossomo 11 estdo localizadyenes que codificam as cadeias ndo-alfa
(Figura 1). A supressdo e ativacdo génica que ocorrem durantdesenvolvimento
ontogénico humano compreendem alteracdes no dedwrdesenvolvimento embrionario,

fetal e adulto que determinam as diferentes combe® destas cadeias globinas. Na fase

embrionaria, até o terceiro més de gestacéo, meadas as hemoglobinas GowetzE),
Portland {»y2) e Gower-2 @2¢€>), sendo que neste periodo ocorre a expressécedes gue
codificam estas cadeias. Ainda na fase intrauteygoare producao maior das cadaias v,
que se combinam para formar a hemoglobina fetabF KX2y2). ApOs os seis primeiros
meses de vida, as cadeippassam a ser substituidas pela cafleigue origina a HbAl
(02B2), a forma predominante, em torno de 95% nos iddns adultos, embora na fase
adulta ainda sejam encontradas concentracoes daduda HbF, em torno de 2%. A producao

das cadeiad se inicia na 252 semana de gestacdo, conduzisthtese da HbA20(202), que

permanece em concentracfes reduzidas de até 3,5%aseaadulta (CLARKE, 2000;
GALIZA NETO, 2003; HIGGSet al, 2012).
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Figura 1: Expressdo normal das cadeias de globifa}. Sitios de eritropoese conforme o estagio de
desenvolvimento, com os respectivos niveis de egfieda globina nos periodos embrionario, fetalutta

(B) Representacao dos genes responsaveis pela siatesadeias de globinas alfa e ndo-alfa, com os tig
hemoglobinas produzidos em cada fase do desenwaitimontogénico humano. HS = principal elemento
regulador de ativacd@:-LCR = regido de controle do locis{adaptado de HIGG& al, 2012).

As mutacbes em genes da globina que levam a wug&b de aminoacidos nas
cadeias globinicas ocasionam a formacdo de Hbsantas, formadas por estruturas
secundérias e terciarias distintas daquelas eratagmas formas normais (CLARKE, 2000).
A substituicdo de adenina por timina_(GA® GTG) no gene betadHBB) da globina, com
consequente inser¢cdo do aminoacido valina (Valugar do acido glutamico (Glu) na cadeia
polipeptidica betaf} 9“¢v®), propicia a formagdo da Hb variante S (HbS), assp que a
substituicdo de guanina por adenina no gdB8 (GAG - AAG) leva a substituicdo de

acido glutamico (Glu) por lisina (Lys) na cadeidipeptidica betaff 9“5%), com formagao da
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Hb variante C (HbC). Essas alteracdes sao a bas®pdendmenos de polimerizacdo da HbS
na sua forma desoxigenada e da cristalizacdo dadeh@o dos eritrocitos (LAWRENCE&t

al., 1997). A polimerizacédo da HbS promove a deformaggérocitaria, bem como a ativacao
de leucécitos, plaquetas e células endoteliaisopméribuem para a ocorréncia de eventos
vaso-oclusivos e redugcdo do suprimento sanguinea @s tecidos posteriores ao local
ocluido. Somado a isto, os eventos de hemoliseidosrmediante a falcizagédo favorecem o
aumento nas concentracdes de Hb livre no plasmacbeo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais consomem o oOxido nitrico (ON),artgnte vasodilatador. Além disso, o
substrato para a sintese de ON, a L-arginina, ¢r@cea diminuido nestes individuos, devido
ao seu consumo pela arginase sérica, uma enzimapbguerte L-arginina em ornitina e uréia,
e que se encontra elevada nestes individuos. @adiestleste processo traduz-se em crises
dolorosas, complicacdes respiratorias e danos &sgrgariados (CHIANG, 2005; MORRIS
et al, 2005). Por sua vez, a HbC oxigenada gera agregadorfos que levam a formacéo de
cristais tetragonais, os quais diferem da grandedade de agregados formados pela HbC
desoxigenada (NAGEEt al, 2003).

A predominancia das Hbs variantes HbS e HbC noilBsmsnado a origem africana
da mutacao que origina a HbC, reforcam as evidémagarticipacao importante do negro na
formagdo da populacdo brasileira (LAWRENGE al, 1997; AIGNER et al, 2006).
Situa¢Bes nas quais ocorre a presenca da HbS, nanfmmozigose (genotipo HbS3
Anemia Falciforme [AF]) ou em combinacdo com otttavariante ou com Hbs provenientes
de defeitos de sintese, sdo conhecidas como Ddeaicdorme (DF). Neste grupo estdo
incluidas a Hemoglobinopatia SC ou Doen¢ca SC (Hb®6)dicdo onde os individuos
possuem alteragdes clinicas, porém menos gravesram comparadas as da AF (NAGEL
al., 2003), e cuja prevaléncia na cidade de SalvadbiaBé de 0,9% (ADORNGCet al,
2005).

1.2 HEMOGLOBINOPATIA SC

A patologia induzida pela HbC deve-se a sua capdeidle promover a desidratacéo
do eritrécito e a formacao de cristais intracekgaiSobretudo, pacientes com gendtipo HbCC
(homozigotos para HbC) apresentam anemia hemoifiteamediaria, e os pacientes com
genotipo HbAC (heterozigotos para HbC) ndo apresenpatologia significativa, sendo

assintomaticos. Em contrapartida, na HbSC, naapealistem concentracdes iguais de HbS e
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HbC, a HbC induz as propriedades patogénicas dg bBd#®lo, portanto, de importancia
clinica na doenca (NAGEet al, 2003).

A fisiopatologia clinica diferenciada da HbSC, ggd@a comparada a dos heterozigotos
para a HbS ou traco falciforme (HbAS), que assima@ma HbSC apresenta concentracdes
muito mais baixas de HbS do que os individuos cdmdeve-se ao fato de que HRSC as
concentragdes diminuidas da HbS ndo atenuam osodefeduzidos pela polimerizacédo, fato
que ocorre nos portadores HbAS, que ndo possuetomsin clinicos. Isto se deve a
desidratacdo das células contendo HbC, ocasiordagmesenca do co-transporte de potassio
(K*) e cloro (Cl) ativado. Com isto, eleva-se o efluxo d& Kem como a perda de agua.
Estas hemécias também exibem alteracdo reduziglaldme celular em resposta a variacao
da osmolaridade do meio, provavelmente em decoaéta elevacdo do efluxo de*K
volume-estimulado, que conduz a desidratacdo. diwa a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) uniformemente em todajaufagdo eritrocitaria, o que contribui
para o quadro clinico similar ao da AF (ROMERtal, 2004), ja que induz a polimerizacao
da HbS, colaborando de forma expressiva, portaaio, a fisiopatologia da doenca. Alguns
estudos tém demonstrado também a capacidade d&mdlx®elerar a cristalizacdo da HbC
(LAWRENCE et al, 1997), colaborando de forma negativa para aceidbs pacientes com
gendtipo HbSC. A reidratacdo destas hemécias eegstes eventos.

Todas as complicagbes encontradas em pacientesA¢oracorrem também nos
individuos com genétipo HbSC, sendo que algumasr@moem frequéncia menor nestes
pacientes, ou até mesmo de forma mais tardia.istai a hemdlise menos intensa, com
anemias mais brandas e complicagdes da hemdlisesnfimguentes ou graves. E comum a
presenca de osteonecrose e retinopatia prolifefasendo esta ultima mais prevalente que
nos individuos com AF. A mortalidade por sindromoeatica aguda (STA) pode estar
aumentada e os episodios de dor sdo também freguenin a expectativa de vida menor do
que em populagdes controle. O crescimento nosmiasiélbSC é atrasado, embora menos do
gue nos individuos AF, porém néo parece afetatusaalo peso e a idade 6ssea (AQUIBIO
al., 1994; NAGELet al, 2003).

1.3 FATORES GENETICOS MODULADORES DA DOENCA FALCIRME
A grande variabilidade clinica encontrada nos iitlies acometidos pela DF diz

respeito a atuacdo de genes moduladores intedsrenbs componentes vascular e

inflamat6rio da doenca, sobretudo a interacdo etdi® genes e entre estes e seu
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microambiente (SEBASTIANIet al, 2010). Alguns fatores, a exemplo da HbF e os
haplotipos ligados aos genes da glolfinsdo preditores de agravos nestes individuos.

A presenca da HbF nos eritrocitos de individuos €inibe a polimerizacédo da
HbS, com reducdo da sua concentracdo. Além dissiirimlo formado entre os dois tipos de
Hb (@2B%) n&do pode se unir ao polimero de HbS. Entretarstmiveis de HbF variam entre
0s eritrocitos em um mesmo individuo e, quanto maios niveis de HbF no eritrdcito, maior
sera, portanto, a protecao conferida. Evidenciers&o a sua importancia na prevencao de um
quadro clinico mais grave a partir do fato de dgares determinantes genéticos relacionados
a gravidade maior da doenca interferem nos nigeldlaF (AKINSHEYEet al, 2011).

Os haplétipos ligados ao gene da glolfinpor sua vez, sdo determinados a partir da
utilizacdo de endonucleases de restricdo (ER) divant sitios especificos no gene,
possibilitando a formacao de grupos referentesséms clivados. Estas combinacdes foram
nomeadas conforme a regido geografica africanauah ajas se originaram. Desta forma,
compdem os haplétipos do grupo Senegal (SEN), B@tiN), Bantu ou Republica Central
Africana (CAR), Camarbes (CAM), além do Atipico At o qual corresponde as
combinacgdes de sitios de restricido que ndo assundrdo de um dos demais grupos. A
determinacdo destes haplétipos pode auxiliar nen€elithento acerca da variabilidade clinica
dos individuos com DF, ja que os niveis de HbFamartonforme o haplétipo que o individuo
apresenta, como observado nos tipos SEN e CAM, uass capresentam concentragdes
maiores desta Hb e, portanto, gravidade clinicaomédtor sua vez, a gravidade maior ocorre
nos individuos com haplotipo CAR, seguido do BENe gpossuem quadro clinico
intermediario (GONCALVESet al, 2003; STEINBERG, 2005; SANKARAN, 2013).

Entretanto, outros trabalhos apontam para a atleidaoduladora da DF por outros
genes, como descrito na associacao de polimorfisiaaaicleotideos unicos (SNPs) no gene
Klotho (KI) com subfenoétipos de individuos com AF. Individwmsn AF, com ou sem
talassemiar, com desenvolvimento de osteonecrose de quadtla@hbro, apresentaram 10
SNPs no gen&l associados significativamente com este subfend@8#_DWIN et al,
2005). Além disso, dois SNPs ja foram associadgsiapismo (NOLANet al, 2005) e trés
com Uulceras de perna (NOLAMNt al, 2006). Todas estas associacdes podem ter sido
subestimadas, tendo em vista que os individuosreksectivos grupos controle poderiam

ainda, futuramente, desenvolver tais subfenétipos.
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1.4 O GENEKLOTHOE SUA EXPRESSAO

O geneKl esta localizado no cromossomo 13g12 em humanos@NI285.1), sendo
composto por 50 quilobases (Kb) dispostos em ciéxons. Em sua regido promotora
ocorrem ilhas CpG (MATSUMURAL al, 1998), e estdo ausentes sequéncias de consenso do
tipo TATA ou elementos cis-actin CAAT. Existem, aotanto, quatro sitios de ligacdo para o
fator de transcricdo da proteina de especificida(®P1) (SHIRAKI-IIDAet al, 1998).

A expresséo do genel ocorre, predominantemente, nos tubulos contorailistsis
nos rins e no plexo cordide no cérebro. Orgdos @imbis (pituitaria, paratiredide, ovarios,
testiculos e placenta), bem como o coracédo e akasftpancreaticas, também expressam o
geneKl (KURO-Oet al, 1997; MATSUMURAet al, 1998; Llet al, 2004; TAKESHITAet
al., 2004; BEN-DOVet al, 2007; HUet al, 2010). A expressao baixa do gefleocorre no
musculo esquelético, bexiga urinaria, aorta, coélatestino, glandula tiredide e prostata
(KURO-Oet al, 1997; OHYAMAEet al, 1998).

O geneKl é expresso pronunciadamente apds o nascimentdp saetado por
condicOes de estresse inflamatorio agudo, bem czstresse cardiovascular ou metabdlico
sustentado (OHYAM/Aet al, 1998). Situacdes patoldgicas em ratos, tais caripertensao
prolongada, diabetes mellitus, hiperlipidemia eufitgencia renal crénica (IRC), as quais
cursam com a manutencao de estresse circulatéviaml a reducédo da expressao renal deste
gene (AIZAWAet al, 1998).

Em humanos, ocorre algo semelhante na IRC, no iqueespeito a expressao &b
MRNA, 0 que resulta na deple¢édo nos niveis de s®Eluf protéico, conjugada a diminuicdo
no numero de néfrons e a perda de deteccdo dainaratdotho nas células de tubulos
contorcidos mediante a utilizacdo de anticorposaulamais. Esta expressao reduzida reflete,
portanto, a perda em nimero ou apenas da funcé@ulas que expressam a proteina Klotho,
e pode estar relacionado a fisiopatologia da IRgletida nas lesbGes cardiovasculares,
arteriosclerose, calcificagao arterial e miocards@m como na disfuncdo endotelial. Assim
como nos animaiKl/Kl, a IRC €& caracterizada pela presenca de hiperdosia que se
relaciona com risco maior de mortalidade (Két-al, 2001).

Por outro lado, o hormoénio tireoidiano triiodotinea (T3) foi descrito como um
potencializador da expressdo do mRNA codificadorfatena transmembrana da proteina
Klotho em adipdécitos em diferenciacdo. Como ndauradento na expressdo de mRNA para a
forma secretada da proteina Klotho, sugere-se di mode afetar splicingno mRNA do

Kl. Sobretudo, pelo fato de o tecido adiposo subeot&er quase ausente em anirkdi&|",
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sugere-se que a proteina Klotho influencie a difgegdo de adipocitos (MIZUN@t al,
2001).

1.5 A PROTEINA KLOTHO

O geneKI possui dois transcritos, um que codifica uma pnatdiransmembrana
unipasso e outro para a forma secretada da prd{éttzo, resultantes dsplicing alternativo
do mRNA no terceiro éxon. Quando ndo ocorrgplicing nesta regido, origina-se a forma
secretada, uma vez que o transcrito contera ecsele 50 pares de bases (pb) que abriga o
codon de parada TAG (dois nucleotideos da inser¢@id — e o primeiro nucleotideo do
quarto éxon — G). O transcrito do qual provém agina Klotho transmembrana contém o
quadro de leitura da proteina de 3.036 pb (1.01@@Anidos em humanos), e codifica o
produto protéico composto pela sequéncia de siftariNinal, um dominio extracelular com
duas repeticbes internas (KL1 e KL2), que compemi certa homologia com as
glicosidases, as quais hidrolisam as ligagdgdicosidicas em sacarideos, glicoproteinas e
glicopeptideos e que possui um trecho curto de @aidos basicos Lys-Lys-Arg-Lys,
caracterizados como possiveis sitios para clivageateolitica. Além disso, ocorre a
existéncia do dominio transmembrana e de um peqdentdnio intracelular, sendo esta
composicdo a mesma em camundongos e humanos. Erapastida, o transcrito do qual se
traduz a forma secretada da proteina Klotho resmtaum quadro de leitura da proteina de
1.647 pb, cujo produto é uma proteina de 549 amidog& com apenas uma sequéncia de
sinal N-terminal, e um dominio extracelular comreggeuma repeticdo interna (KL1). Entre
estas duas formas protéicas, a secretada prevatedecidos humanod®ATSUMURA et
al., 1998;SHIRAKI-IIDA et al, 1998). Existe ainda outra forma secretada, cattpna partir
da clivagem da forma transmembrana @@ p-secretases, com o dobro do comprimento da
proteina secretada proveniente gidicing alternativo (CHENet al, 2007; BLOCHet al,
2009).

As atuacdes da proteina Klotho se estendem aléntedio®s que expressam seu gene
codificante, funcionando como fator humoral. Estatgina pode atingir a circulacdo
sistémica por meio de suas fracdes secretadasiadde no espagco extracelular e,
posteriormente, na circulacdo. Adicionalmente, atgina Klotho € expressa difusamente no
citoplasma e, principalmente, no reticulo endopésra rugoso e complexo de Golgi, nos
quais as formas maduras e imaturas da proteinapseldéigar aos canais de NK*-ATPase,

formando um complexo passivel de ser recrutado pasaperficie celular. Uma vez na
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superficie, tal proteina pode ser clivada e libenad circulagdo. Como resultado, a proteina
solavel circula em fluidos corporais, tais comaague, a urina e o liquido cefalorraquidiano
(IMURA et al, 2004; LIUet al, 2007).

1.6 FUNCOES DA PROTEINA KLOTHO

1.6.1 Regulacao do eixo enddcrino 0sso-rim

A proteina Klotho transmembrana atua como co-recqyara o fator de crescimento de
fibroblasto-23 (FGF23), um horménio derivado do oogsgle atua nos rins inibindo a
reabsorcao de fosfato e a biossintese de vitamifia@rtante para a absorcao do fosfato da
dieta nos intestinos). Niveis elevados de fosfabol @itamina D sdo capazes de induzir a
expressao de FGF23 em ostedcitos. A vitamina Dgaeab receptor de vitamina D nuclear
(VDR), com inducg&o da heterodimerizacdo com owgoeptor nuclear, o receptor retindide X
(RXR). O heterodimero VDRRXR liga-se, entdo, a aegpromotora do geneGF23
ativando a sua expressdo. Por sua vez, na célbalaturenal, a proteina Klotho
transmembrana se associa ao receptor de FGF23 {(F@fghsificando sua afinidade pelo
FGF23. Ao haver o reconhecimento entre 0 FGF2Xenaplexo Klotho-FGFR, ocorre um
blogueio da reabsorcdo de fosfato pelo co-tranagortde sddio-fosfato tipo-2a (NaPi-2a)
expresso na membrana apical das células tubulaogsrais dos rins. Tal reconhecimento
inibe também a expressdo do gene codificador pata-tadroxilase Cyp27b), e a -
hidroxilase, junto com a 25(OH) vitaminas,Dparticipa da sintese renal da forma ativa da
vitamina D, a 1,25(OH)vitamina I3, além de ativar a expressédo do gene que expresba a
hidroxilase Cyp29, fator responsavel pela inativacdo dahidroxilase. Como resultado, ha
a reducéo dos niveis seéricos de 1,25(Oktamina 3. Estes mecanismos s&o essenciais para
a homeostase da vitamina, prevenindo a ocorrérclaprvitaminose D (SHIMADAet al,
2004; KUROSUet al, 2006; URAKAWA et al, 2006; NAKATANI et al, 2009). Tem sido
também demonstrado que a administragcdo de 1,25(@tdnina ¥ induz a expressao renal
deKlI, o que reforca o mecanismo integrado entre FGRR®tho neste eixo (TSUJIKAWA
et al, 2003).

As perturbacdes nestas vias de regulacdo que emaviFGF23 ou o Klotho, além de
levarem a hiperfosfatemia e hipervitaminose D, #mbconduzem ao estado de
hipercalcemia, visto que a vitamina D promove nd@ fbsorcdo de fosfato nos intestinos,

por intermédio do co-transportador de sodio-fosfgio-2b (NaPi-2b), como também a de
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calcio. Diante de uma hipervitaminose D, a absoigéestinal de calcio estara, portanto,
aumentadg@YOSHIDA et al, 2002).

Adicionalmente, observacdes acerca da atividadefatiogca de Klotho em
camundongos que nao expressavaB@F23 revelaram uma atividade fosfatarica adicional
prépria da proteina Klotho secretada, independdateGF23. O que ocorre é a atividade de
glicosidase da proteina sobre um substrato ainsicodbecido, presente na borda em escova
das células tubulares proximais dos rins, e estdifitacdo € acompanhada pela clivagem
proteolitica, etapa que ocorre, mas nao € necaspara a inativacdo do transportador, e
internalizacao dos co-transportadores NaPi-2a €Hal, 2010).

A proteina Klotho pode também inibir o transpomrefakfato nas células da musculatura
lisa vascular, por meio de transportadores de MaRilasse 3 — Pit-1 e Pit-2 —, prevenindo
eventos de calcificacdo vascular, visto que umuxafl excessivo de fosfato nestas células
favorece a cascata de eventos responsaveis petaatinacdo de célcio e fosfato em seu
interior (LAU et al, 2010).

1.6.2 Regulacao de canais ibnicos

A proteina Klotho secretada regula outros canaisods, como dransient receptor
potential cation channglsubfamilia V, membro 5 (TRPV5), um canal de cal(C&™)
expresso na face apical das células tubularesgistaais e € primariamente responsavel pela
entrada de C4 durante a sua reabsorcéo transepitelial nos Aigsoteina Klotho secretada
inibe a internalizacdo dos TRPV5, devido a suaidstde de sialidase, pela qual ocorre a
remocdo do residuo de acido sialico terminal nosagbs contidos nestes receptores,
favorecendo sua interacdo com a galectina-1, uaitinke abundante na matriz extracelular. O
desfecho € o acumulo do receptor na superficidacelalevando com isto o influxo e a
reabsorcéo renal do €aCHANG et al, 2005; CHAet al, 2008). Este mesmo mecanismo
de retencdo do canal ibnico na superficie celudarre durante a regulacéo dos canais te K
da medula renal externa (ROMK1), resultando em umeato do numero de ROMK1 na
membrana plasmatica das células tubulares rerais etevacdo da secrecdo der@ urina
(CHA et al, 2009).
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1.6.3 Regulacdo de mecanismos de sinalizacao nagttor de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1)

A proteina Klotho esta associada com a regulacdandeanismos de sinalizacao
insulina/ IGF-1, suprimindo o estresse oxidativos @atores de transcricdo nucleares
conhecidos commammalian forkhead box ((FOXO) sao fatores que se ligam diretamente a
promotores de enzimas antioxidantes, tais como talase e a manganés-superoxido
dismutase mitocondrial (SOD2), induzindo a expres$éstas enzimas. Em consequéncia,
ocorre 0 aumento da remocgao de EROs, conferindst@esia ao estresse oxidativo. Estes
FOXOs séo regulados negativamente pela sinalizagatna/IGF-1 ativada, a qual promove
a fosforilacdo e ativacdo de uma serina-treonimase Akt, que tem a capacidade de
fosforilar o FOXO, induzindo, por este mecanismgua exclusdo do nucleo e inativacdo. A
proteina Klotho atua inibindo a sinalizag¢éo insafliGF-1, proporcionando um decréscimo na
fosforilacdo dos FOXOs, elevando a expressédo de2S@ihimizando, portanto, o estresse
oxidativo (YAMAMOTO et al, 2005).

1.6.4 Atuacéo sobre o endotélio vascular

A proteina Klotho secretada exerce efeitos antptjiito e anti-envelhecimento
sobre as células do endotélio vascular. O endoté@soular, a partir da liberacdo de ON em
resposta a agonistas especificos, tal como a @auetd, apresenta papel importante na
manutencgéo do tbnus vascular. Tem-se demonstrattetamto, que deficiéncias no gekie
atenuam significativamente a vasodilatacdo endetidpendente da aorta e arteriolas em
resposta a acetilcolina, bem como reduz a excregéaria de nitrito (N@) e nitrato (NQ)
(SAITO et al, 1998; NAGAIlet al, 2000).

Héa evidéncias de que o Klotho, nas formas secretatigada a membrana, possa
regular positivamente a producdo de ON, protegemoidanto, contra a disfungédo endotelial,
embora os mecanismos ainda sejam desconhecidaditacse que a deficiéncia do gdfie
possa regular negativamente a oxido nitrico sindasetelial (eNOS), decrescendo a sintese
deste vasodilatador (NAGAt al, 2000; SAITOet al, 2000; MASUDAEet al, 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Os pacientes que compuseram a casuistica destlo egitesentam as Hbs variantes
mais frequentes no Brasil, a HbS e a HbC, ambas m@wvaléncia elevada no estado da
Bahia. Eles apresentam entre si, assim como ocame os individuos com AF, grande
variabilidade em suas manifestagBes clinicas, coavapel participacdo de interacdes
epigenéticas, aléem das alteracbes que conduzermadao das Hbs variantes, na modulacéo
destas doencas. As manifestacdes clinicas queeatora HbSC sdo tdo importantes quanto
aquelas encontradas na AF, embora elas possaneiocom uma freqiiéncia menor ou de
forma mais tardia, quando comparado com a AF (LAWNRE et al, 1997; AIGNERet al,
2006; SEBASTIANIet al, 2010). Sobretudo, a maioria dos estudos envolvexsd DFs
contempla os individuos com genotipo HbSS, emrdetrio da HbSC.

A proteina Klotho, por sua vez, atua de forma hain@m diversos locais do
organismo, possuindo atividade fosfaturica e rediaia sintese de 1,25(QH)itamina I3,
regulando a quantidade de canais i6nicos na sajgecklular, além de atuar como fator anti-
envelhecimento e anti-apoptético, reduzir o estresgdativo e induzir a producédo de ON.
Alguns SNPs no genglotho tém sido associados a subfendétipos de individoos AF
(BALDWIN et al, 2005; NOLANet al, 2005; NOLANet al, 2006), mas por divergéncias
metodoldgicas a reprodutibilidade destes dados tefio ocorrido. Tendo em vista o
envolvimento endotelial da proteina Klotho, bem ooms conhecimentos acerca da
fisiopatologia da DF, que possui como caractedstimica importante os fenbmenos vaso-
oclusivos, é imprescindivel a realizacdo de estuglos possam identificar marcadores
genéticos de risco nestes individuos, permitinda urtervencédo terapéutica precoce e mais
efetiva.

Portanto, o entendimento de mecanismos genéticesivisios na variabilidade de
apresentacdes fenotipicas da DF € de grande impi@talado o fato de que pode fornecer
ferramentas para uma terapéutica mais individu#dizgue seja capaz de contribuir para o
controle destes fendbmenos, com reducdo no numeroteimacdes, melhoria no suporte

clinico e na qualidade de vida destes individuos.
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3 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de SNPs no gkhe avaliar a influéncia nos niveis séricos
de K, C&*, fosforo, vitamina D (VitD) e paratorménio (PTH)meindividuos com
hemoglobinopatia SC, associando-os com 0s marcaddee avaliacdo clinica nestes

individuos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Investigar a frequéncia de SNPs no gghem pacientes com genotipo HbSC;

* Avaliar os valores hematologicos, indices hematicwd, marcadores de hemolise,
renais e hepaticos, parametros relacionados aal ggridico, e marcadores
inflamatorios, bem como determinar a frequénciehdgl6tipos ligados ao gene da
globinap nestes individuos;

+ Determinar os niveis séricos dé&, IC&* e fosforo, assim como de vitamina D (VitD) e
paratorménio (PTH), relacionando-os com as denaigveis obtidas;

» Estabelecer associagfes entre polimorfismos nolgjea®s marcadores investigados,

bem como com as complicacdes clinicas nestes pasien
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4 CASUISTICA

O presente projeto é parte do projeto de pesquoigalado “Modulacéo genética na
Anemia Falciforme”, submetido e aprovado pela CefusNacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), segundo o parecer n® 202/2007, proceszs0(0.147632/2006-61.

Este trabalho consistiu em um estudo de corteuvteasal, cuja casuistica foi composta
por 113 individuos com diagnostico de doenca S idade média de 15,72 (£ 11,72) anos,
atendidos no ambulatério de Hematologia da Funddgidblematologia e Hemoterapia da
Secretaria de Saude do Estado da Bahia (HEMOBA/8ESS8alvador-Ba. Entre estes
individuos, 55 (50%) eram do sexo feminino. A gdpacao dos pacientes ocorreu mediante a
explicacdo e assinatura do Termo de Consentimeiv@ le Esclarecido (TCLE) pelos
pacientes e responsaveis legais, no caso de peximeinores de 18 andspéndices | e Il).

No ato da entrevista, os individuos e/ou seus resp@is responderam ao questionario de
inquérito epidemioldgicoApéndice 1l1). A inclusdo dos pacientes no estudo se deu ntedian
a confirmacdo do diagnostico de HbSC e a sua apegs® em estado estavel (eles
compareciam ao ambulatorio apenas para consultédmer) no momento da coleta. Em
contrapartida, foram excluidos do estudo aquelesndio tiveram a confirmacédo do perfil de
Hb, ou que estivessem em uso de hidroxiuréia owbderivados.

As analises estatisticas também foram realizadas es pacientes com e sem SNPs
no geneKl, sendo comparados quanto aos parametros avaliada@mostras dos individuos e
quanto aos dados clinicos obtidos nos prontuarios.

Os dados prévios sobre a frequéncia de SNPs no Kjeam pacientes com AF e
controles possibilitaram a realizacdo do calculomdmero minimo de individuos necessarios
para a investigacdo do polimorfismo, com intervadoconfianca (IC) de 95% e poder de
associacdo de 80%, a partir da utilizacdo da cdoud estatistica (ESTATCAL) do EPI
INFO versao 6.04. Para tal, foi levado em conteequéncia de 36% no grupo de individuos
com DF expostos a determinado evento e de 10 %ndosduos com a doenca, mas sem a
exposicao ao evento ou individuos do grupo contsdado necessarios por isto, no minimo,
94 individuos.

Todos os experimentos realizados seguiram as nodenddiosseguranca de acordo
com a Lei n°® 11.105 de 24 de marco de 2005, reguitada pelo decreto n® 5.591 de 22 de
novembro de 2005, seguindo as normas técnicagmetastno Manual de Procedimentos para
a manipulacdo de microorganismos patogénicos &oonbinantes da Fiocruz (Comissao
Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ — Ministéri@dade, 2005).
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5 METODOS

Neste estudo, foram realizadas analises hemataKghlioquimicas e moleculares,
com analise complementar retrospectiva dos dadoga$ em prontuarios médicos. Foram
avaliados parametros hematoldgicos, marcadoresed®lise, de funcdo renal e hepatica,
parametros relacionados ao perfil lipidico, e mdweas inflamatoérios, bem como foram
determinados os niveis séricos dé, KC&*, fosforo, VitD e PTH, além de marcadores
moleculares. Os marcadores hematoldgicos, de hsandtle funcdo renal e hepatica,
marcadores de perfil lipidico e inflamatérios endgeis de C&, K* e fosforo foram dosados
no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicologicda Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (LACTFAR-UFBA). Asabises do PTH e da VitD foram
realizadas no Hospital Universitario Professor Edgaantos da Universidade Federal da
Bahia (HUPES-UFBA). As andlises de biologia molacybeterminacdo dos haplotipos do
gene da globing e de SNPs no gend) foram realizadas no Laboratério de Patologia e
Biologia Molecular (LPBM) do Centro de Pesquisan@do Moniz (CPgGM) — Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) — Bahi&igura 2).

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE:

Foram coletados 5mL de sangue venoso em anticodgula(acido
etilenodiaminotetracético di-sédico - EDTA), na centracdo de 1,5 mg/mL (DACIE &
LEWIS, 1984), para a realizacdo das determinac@esmtologicas, perfil de Hb e extragdo do
DNA gendmico para as analises de biologia molec@atros 10mL de sangue venoso foram
coletados sem aditivo para a obtencédo do soro gmiemais determinacdes. Aliquotas de

soro foram armazenadas em freezer a -70°C pam@sagehs ndo realizadas de imediato.

5.2 ANALISES HEMATOLOGICAS:

Os valores hematoldgicos (eritrograma, leucogrameomagem de plaquetas) e
indices hematimétricos (volume corpuscular médiGNA, hemoglobina corpuscular média
[HCM] e concentracdo de hemoglobina corpusculariang@HCM]) foram determinados em
contador eletrénico de células (ABX Pentra 80 - HEXR DIAGNOSTICS, Montpellier,

FR). A analise morfolégica das hemacias ocorrewa pabservacdo microscopica dos



36

esfregagcos sanguineos confeccionados no momenimoldt e corados pela técnica de
Wright

HEMOBA
CONEP
- Entrevista e Parecer n® 202/2007
assinatura do TCLE
. Questionario Processo

n° 25000.147632/2006-61

Coleta de sangue

periférico
| | | 1
Sangue Total Soro Soro Consulta aos
(LACTFAR-UFBA ) (LACTFAR-UFBA) (LPBM — CPqGM) prontuérios médicos
-70°C
Hemograma Marcadores renais e HUPES
— Completo — hepéticos . Paratorménio
. Vitamina D
Confirmag&o do perfil K*, Ca* e P
o de Hb o
Separacéo de Marcadores de
— aliquotas - Hemodlise
(LPBM — CPqGM)
Extracdo do DNA Perfil lipidico e
gendémico — inflamatério

SNPs do gene Klotho

Haplétipos do gene
— da globina B

Anédlises Estatisticas I

Figura 2: Fluxograma do modelo experimental.
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5.3 CONFIRMACAO DO PERFIL DE HEMOGLOBINA:

A confirmacédo e a quantificacdo do perfil de Hbsafo realizadas pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)Jopgrincipio de troca ibnica,
utilizando-se o aparelho BIO-RAD, modelo VARIANT(California, USA). Desta forma, os
individuos foram triados quanto ao gendétipo de Kbado incluidos no estudo apenas 0s que
apresentavam perfil HbSC, além de obtermos os pei@is de HbS, HbC, HbA1, HbA2 e
HbF.

5.4 CONTAGEM DE RETICULOCITOS:

Para a contagem de reticuldcitos, o sangue totainbubado por 15 minutos na
propor¢édo de 1:1 do corante supra-vital azul dsildoelhante em banho-maria a 37° C. Um
esfregaco sanguineo da mistura foi obtido apdéscabatdo, com contra coloracdo com o
corante Wright e observacdo ao microscopio Optico. Observou-sper@entagem de
reticulocitos em relacdo ao numero total de hersackam caso de hematdcrito (Ht)
diminuido, procedeu-se a corre¢do do niumero dautétitos por meio da formula abaixo:

% de reticuldcitos x Ht do paciente
45

5.5 DETERMINACAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS:

Foram determinadas as concentracfes dos marcad®rpsrfil lipidico (colesterol
total e suas fracdes e triglicerideos), desidrogeatica (DHL), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatasml@tha (FAL) e gama glutamiltransferase
(GGT), bilirrubina total e fracdes, uréia, creatmie acido urico, proteinas totais (PTs) e
fracGes, ferro, Ga e fosforo, pelo método automatizado utilizando quigamento A25
(BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain). O Ki determinado por metodologia de eletrodo de
ion seletivo (ISE) no equipamento LabMax 240 — Ledi{Labtest, Brasil).
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5.6 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE FERRITINA, APTOGLOBINA,
ALFA 1-ANTITRIPSINA (A1AT), ANTICORPO ANTIESTREPTOISINA O (ASLO) E
PROTEINA C-REATIVA (PCRe):

Os niveis séricos de ferritina foram determinado®lo p método de
quimioluminescéncia, no equipamento Access2 (Beok@aulter Inc, CA, EUA). Quanto a
haptoglobina, a A1AT, o ASLO e a PCRe, estes fodaterminados por nefelometria, no

equipamento Immage (Beckman Coulter Inc, CA, EUA).

5.7 INVESTIGACAO DOS NIVEIS SERICOS DE 25(0OH)VITAMIA D (VitD) E PTH:

A VitD foi determinada em amostras de soro dos gudes, a partir de um
imunoensaio de quimiluminescéncia competitivo diret_ IAISON® 25 OH vitamin D total,
em equipamento LIAISON (DiaSorin, Italia) conforme instrucdes do fabriganNeste
mesmo equipamento foi realizada a determinacdo ded, Ppelo método de
quimiluminescéncia direta do tipo sanduiche — LIBN® N-TACT® PTH, conforme
instrucdes do fabricante.

5.8 ANALISES DE BIOLOGIA MOLECULAR:

5.8.1 Extracdo do DNA gendmico

O isolamento do DNA genémico de leucocitos foi immlo em 20QuL de sangue
periférico utilizando-se o método direfdAamp DNA Blood Mini Ki{QIAGEN, EUA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A concgidra a qualidade do DNA isolado foram
avaliadas por meio do equipamento NanoDrop ND-108@GEN LIFE SCIENCE, De
Meem, The Netherlands). Em seguida, foram feitaguatas de 50 de cada amostra de
DNA em placas de 96 pocos, as quais foram lacragamazenadas a -20°C até o momento

das analises.

5.8.2 Investigacao de SNPs no g&he

Foram avaliados quatro SNPs no gedfle nas amostras de DNA, conforme

demonstrado ndabela 1 A escolha destes quatro SNPs foi realizada & pat associacdes
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significativas entre os mesmos e subfenétipos damrestudos piloto prévios, realizados por
STEINBERG e colaboradores.

Tabela 1: Relacdo e descricdo dos SNPs no ddrevaliados no estudo.

SNPs Tipo de mutacgéo MRNA Proteina
Localizacao Alteracao
C_7604792_10 | Intergénica — proximo NA NA NA
rs1207568 ao gene 5 (substituicap

-> transicdo G por A)
C_2983036_20 | Intragénica missense | Exon 2 (posicd@ TGC >TCC | Cys370Ser
rs9527025 (substituicao> 1117)
transversao G por C)
C_592739 10 Intragénica sindnima | Exon 4 (posi¢cdg CAC > CAT | His589His
rs564481 (substituicao> 1775)
transicdo C por T)
C 592738 20 Intragénica sindbnima | Exon 4 (posicdg GCT > GCC| Ala749Ala
rs648202 (substituicdo> 2255)
transicéo T por C)
SNPs = Polimorfismos de nucleotideos Unicos. NA & Ne aplica. Cys = Cisteina. Ser = Serina. His =
Histidina. Ala = Alanina.

Para a determinacdo destes SNPs foi realizadanigdéta Reacdo da Polimerase em
Cadeia (PCR) em Tempo Re&deal TimePolymerase Chain Reaction — Real-TiP€R),
com sistema TagMan (Applied Biosystems, EUA) de@d@a@om o protocolo do fabricante.
Para a analise de cada amostra, a reacdo contfhé fle dgua livre de DNAse e RNAse,
12 uL do Master Mix 1 uL do Assay Mixe 2,5uL do DNA, formando um volume final de 25
uL. O reagenteMaster Mix € uma mistura contendo solucédo tampao, cloretmagnésio
(MgCl»), deoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) e Taq Dp#limerase. Ogprimersdireto e
reverso para a amplificacdo de cada sequénciatelesse Tabela 2, bem como as sondas
marcadas com os fluoréforos VA@ fluorescein amidit¢dFAM ™), para a detecgdo dos alelos
selvagem e mutante, respectivamente, faziam partésday Mix Cada reacdo passou por
uma etapa de pré-leitura para a determinacao deeficéncia pré-existente a amplificacdo em
primerse sondas. Estes valores da pré-leitura foramaidbs dos valores determinados apés
a termociclagem. A termociclagem, por sua vezctonposta por uma etapa inicial de 10
minutos a 95°C, seguido pela etapa de desnatutk;dd segundos a 92°C e anelamento e

extensdo por 1 minuto a 60°C, perfazendo um tetdl0dciclos.
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5.8.3 Determinacédo dos haplotipos relacionados@uogle genes da globifia

Os haplétipos foram determinados por reacado de RGIRando-se oligonuclotideos
sintéticos primerg especificos {abela 3, com posterior reacdo de restricdo de
polimorfismos por endonucleases de restricdo (céstn fragment length polymorphism -
RFLP). Os sitios de restricdo estudados forams&fo 5 da regidg®; a regidoy®; a regiéo
vA; a regidoyP e a posicdo 3’ da regidp (Tabela 3. As condigdes para as reagdes de PCR
e RFLP encontram-se sumarizadasTradela 4 A analise dos fragmentos foi realizada
através de migracdo eletroforética em gel de aga®o2% em tampao tris-acetato-EDTA
(TAE 1X: tris—acetato - 0,04M; EDTA - 0,001M), cd@ pelo Syber Greenl:2.000. A
visualizacdo das bandas coradas @jber Greerfoi realizada em transluminador sob luz
ultravioleta. A definicdo dos haplotipos se dewselp KULOZIK e colaboradores (1986).

Tabela 2: Sequéncias derimerse fluoréforos utilizados para cada SNP nas reagéBeal TimePCR.

SNPs Primers Fluordéforos
rs1207568 GGCAGGATCCCGCCCCCAAGTCGGG (D) VIC
AAAGTTGGTCGGCGCCTTTTCTCCC (R) FAM
rs9527025 | GGAACTGCTGACTTTTTTGCTCTTT (D) VIC
CTTTGGACCCACCTTGAGTTTTCAA (R) FAM
rs564481 AGATCGCTTTACTCCAGGAAATGCA (D) VIC
GTTACACATTTTCGCTTCTCCCTGG (R) FAM
rs648202 TCTCCCAAAAGGACAAAGAGGTGGC (D) VIC
GAGAGAGTTTTGGAATTTGACATTG (R) FAM

SNPs = Polimorfismos de nucleotideos Unicos. PCReacdo da Polimerase em Cadeia. D=Direto.
R=Reverso. FAM Fluorescein amidite
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Tabela 3: Relacdo doprimersutilizados nas rea¢gfes de PCR, a localizacdogiaorgénica estudada, o tamanho do fragmento geradBR para cada regido das reagfes

para haplétipo.

Primers5 - 3 Localizacao

Tamanho do
Fragmento (pb)

ER

Haplétipo do gene da globing
Sitio 5'y¢
AAC-TGT-TGC-TTT-ATA-GGA-TTT-T (D)
AGG-AGC-TTA-TTG-ATA-ACT-CAG-AC (R)
Sitio y©
AAG-TGT-GGA-GTG-TGC-ACA-TG (D) G
TGC-TGC-TAA-TGC-TTC-ATT-ACA-A (R) Y
Sitio yA
TGC-TGC-TAA-TGC-TTC-ATT-ACA-A (D) A
TAA-ATG-AGG-AGC-ATG-CAC-ACA-C (R)
Sitio yp
GAA-CAG-AAG-TTG-AGA-TAG-AGA (D)
ACT-CAG-TTG-TCT-TGT-GGG-CT (R)
Sitio 3'yp
TCT-GCA-TTT-GAC-TCT-GTT-AGC (D)
GGA-CCC-TAA-CTG-ATA-TAA-CTA (R)

v

3'yP

650

780

760

701

590

Xmnl

Hind 111

Hind Il

Hinc Il

Hinc Il

PCR = Reacao da Polimerase em Cadeia. ER = End@asactle restricdo. pb = Pares de bases. D = DRetdreverso.



Tabela 4: Condicdes de reacéo para os PCRs e RFLPs.

zggil?g Condicdes dos PCRs TA Condicdes do RFLP Volume dBR
5'yC 57°C 0,2uL de Xmnl
Reagentes:
5 uL de tampé&o ddaqg- 10X;
2,5uL de MgCh - 50 mM; Reagentes:
'~ 5puL de dNTPs - 2 mM; 60°C 20 L do produto do PCR; 0,2uL deHind NI
0,5uL de cadgrimer- 2 mM,; 3 uL de tampéo da ER -10X;
0,25uL deTaqDNA Polimerase; ER,
Agua livre de DNAse e RNAse - gsp pD 0,3uL de ASB (apenas para a reacao da .
. ZiL o DNA asp bl soac . 5, (apenas p ¢ 0,2l deHind Ill
Agua livre de DNAse e RNAse - gsp gD.
Termociclagem:
wB 10 minutos a 94°C; gocc Incubacamvernighta 37°C. 0,1uL deHinc I
34 ciclos de:
45 segundos a 94°C,
45 segundos na TA,
3'yp 1 minuto e 30 segundos a 72°C; 57°C 0,1pL deHinc I

10 minutos a 72°C.
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PCR = Reagdo da Polimerase em Cadeia. RFLP = g@stiie polimorfismos por endonucleases de rest(ig@striction fragment length polymorphisntp =

Temperatura de anelamento. ER = Endonuclease tligdes MgCh = Cloreto de magnésio. dNTPs = Deoxinucleotidafmsfatos. qsp = Quantidade suficiente para. ASB

= Albumina sérica bovina.
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5.9 COLETA DOS DADOS CLINICOS:

Os dados clinicos dos pacientes foram coletadoarter da analise dos prontuéarios
meédicos hospitalares, informacgdes diretas obtidamédico que os acompanha, bem como o
questionario aplicado no momento da col&péndice IIl). Foram coletadas informacdes
acerca das manifestacdes clinicas, tais como aéowis de crises de dor, pneumonia,
infeccbes, sequestro esplénico, vaso-oclusdo, resplkgalia, insuficiéncia cardiaca,
sequestro hepatico, asma, Ulcera maleolar, acideageular cerebral, alteracdes 0sseas,
insuficiéncia respiratoria, retinopatia, priapismaditiase biliar. Informacdes a respeito da
necessidade de intervencdes, tais como o uso deamezhto ou ainda a ocorréncia prévia de

internacdes e uso de hemoderivados e hidroxiusgigyém foram coletadas.

5.10 ANALISES ESTATISTICAS:

O equilibrio deHardy-Weinbergpara cada SNP foi calculado pela calculadora do
programa on-line dalrufts University, USAwww.tufts.edu). Aqueles que apresentaram
associacao estatisticamente significafte<(0,05), quando comparados com as frequéncias
esperadas para cada genétipo, foram admitidos eomaesequilibrio.

As analises estatisticas foram realizadas utiliasselos programas EPI INFO versao
6.04, SPSS Statistcgersdo 18.0 e @raphPad Prismversdo 5.0. Os valores de< 0,05
foram considerados significativos para as anaisa&zadas.

A andlise de normalidade da distribuicdo das vergaguantitativas foi realizada pelo
teste d&Kolmogorov-SmirnovA partir desta informacéo, foram utilizados tegtaramétricos
ANOVA para a anadlise da distribuicdo de médias a@eaveis quantitativas ou numeéricas,
com distribuicdo normal dentro de trés ou maisgmatas ou o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para as distribuicbes ndo normaisn confirmacdo dos resultados através do
pds-teste de Bonferroni.

A andlise de variaveis qualitativas ou categorams$rés ou mais grupos foi realizada
pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadragi), (devidamente corrigido pelos testes de
Mantel-Haenszel e Yates. O teste exato de Fighautilizado para as analises de valores
inferiores a 4. Os ICs em 95% e a razao de presialéoram calculados para essas variaveis.

Os testes de Mann-Whitney e o teste T independeram utilizados para a analise de

duas variaveis numéricas, na comparacao de domogrde valores dentro de uma mesma
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variavel, levando-se em consideracéo a distribuiticada varidvel, ndo normal ou normal,
respectivamente.
As andlises de correlacao foram realizadas atrdegscoeficientes de correlacdo de

Pearson quando apresentavam distribuicdo normalSpaarmannna presenca de variaveis
com distribuicdo ndo normal.



45

6 RESULTADOS

Neste estudo foram realizadas coletas de sangug&l8nindividuos HbSC. Para se
evitar a ocorréncia de desvios nos resultadosdiwésl13 individuos inicialmente coletados
foram excluidos do estudo por estarem em uso dexioiéia no momento da coleta,
resultando no N=110. Todos os individuos incluidosestudo apresentavam perfil de Hb
compativel com o genotipo HbSC. Eles apresentavar? d 54 anos de idade, média de
15,72+11,72 e mediana de 12 anos, sendo 55 (50%gxdnfeminino. ATabela 5mostra as
caracteristicas gerais da populagéo estudada.

Além disso, para efeito das andlises estatistiuamsye a necessidade de se eliminar
alguns valores, resultando na exclusdo dos dadadgdes individuos para a avaliacdo de
determinados parametros, conforme observado pée®mtes valores de N. Desta forma,
2/110 individuos foram excluidos nas analises d#ifea (1463,30 e 1166,9%g/mL), 3/110
nas andlises da GGT (dois individuos com valoresvatgntes a 309,00 U/L e um com
141,00 U/L da enzima), 1/110 para as analises eemndb a relacdo albumina/globulina
(RELAG - 18,50) e 2/110 para analises da PCRe (88,83,00 mg/L). Tais exclusbes
tiveram como objetivo eliminar a ocorréncia de gemdistor¢des estatisticas, visto que a
presenca destes valores proporcionava desvios gmdundperiores as respectivas meédias.
Outros marcadores como a haptoglobina e 0 ASLOsséeeam da remo¢do de um namero
elevado de valores (7 e 5, respectivamente) paaglesvio padrao ficasse inferior a média.
Por isto, para estes dois marcadores foi utilizaderro padréo, ndo havendo mais a

necessidade de exclusdo de nenhum valor.



Tabela 5: Caracteristicas gerais dos individuos com doefice&uidos no estudo.
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Média £
Parametros N Desvio-padrdo Percentis
25% 50% 75%
Idade (anos) 110 15,72 +£11,72 8 12 18
Valores Hematoldgicos
Heméacias (19mL) 110 4,24 + 0,60 3,88 4,18 4,57
Hemoglobina (g/dL) 110 11,35+1,25 10,48 11,35 102,
Hematdcrito (%) 110 33,72+3,81 31,60 33,60 35,50
Leucdcitos (/mL) 110 944191 +3240,06 6900,00 8900,00 11200,00
Segmentados (/mL) 110 4963,66 +2089,89 3402,00 4725,40 6050,00
Eosindfilos (/mL) 110 578,95 + 534,21 226,00 462,00 728,00
Linfécitos tipicos (/mL) 110 3163,96 £ 1485,22 270! 2998,50 3894,00
Mondcitos (/mL) 110 618,19 + 263,41 424,00 601,50 28,40
Plaguetas (10mL) 110 311,15+118,48 200,00 294,50 407,00
indices Hematimétricos
VCM (fL) 110 80,27 £7,72 75,90 79,75 84,40
HCM (pQg) 110 27,06 £ 2,94 25,10 27,20 28,40
CHCM (%) 110 33,68+ 1,16 33,10 33,80 34,40
Perfil de Hemoglobina
Hemoglobina C (%) 110 43,00 + 1,37 42,60 43,35 @3,8
Hemoglobina A2 (%) 110 4,08 +£0,51 3,80 4,00 4,30
Hemoglobina S (%) 110 50,79+ 1,49 50,30 50,95 ®1,5
Hemoglobina F (%) 110 191+1,74 0,80 1,40 2,30
Marcadores de Hemolise
Reticulécitos (%) 109 4,23 +2,05 2,50 3,90 5,80
Ferro @ug/dL) 110 72,35+ 32,44 52,00 68,50 83,00
AST (U/L) 110 35,15+ 15,84 27,00 33,00 38,00
Bilirrubina total (mg/dL) 110 1,11+0,71 0,75 0,92 1,30
Bilirrubina direta (mg/dL) 110 0,39+0,28 0,30 0,3 0,40
Bilirrubina indireta (mg/dL) 110 0,72+ 0,53 0,40 ,60 0,90
Desidrogenase Latica (U/L) 110 627,77 £ 276,91 a®7, 594,50 713,00
Ferritina gg/mL) 104 138,19 + 113,24 58,25 107,35 178,10
Haptoglobina (mg/dL) 106 11,96 + 2,29* 5,83 5,83 8%,
Marcadores de Perfil Lipidico
Colesterol total (mg/dL) 110 136,54 + 29,15 116,00 132,00 153,00
Col-HDL (mg/dL) 110 38,01+ 8,19 31,00 37,00 43,00
Col-LDL (mg/dL) 110 82,02 £+ 25,48 63,00 80,00 98,00
Col-VLDL (mg/dL) 110 16,72 £ 6,36 12,00 16,00 20,00
Triglicerideos (mg/dL) 110 83,66 + 31,68 58,00 80,0 99,00
Marcadores de Funcdo Renal
Uréia (mg/dL) 110 20,64 + 7,06 15,00 19,50 24,00
Creatinina (mg/dL) 110 0,63+0,19 0,50 0,60 0,80
Acido Urico (mg/dL) 110 3,97 +1,10 3,30 3,90 4,60
Marcadores de Funcdo Hepéatica
ALT (U/L) 110 21,01 £13,26 12,00 17,50 26,00
GGT (U/L) 96 23,17 £ 21,39 12,50 16,50 25,00
Fosfatase Alcalina (U/L) 99 175,99 + 79,35 105,00 81,00 232,00
Proteinas Totais (g/dL) 110 7,91+0,71 7,50 7,90 ,308
Albumina (g/dL) 110 4,49 +0,41 4,30 4,50 4,70
Globulinas (g/dL) 110 3,42+0,73 3,00 3,40 3,90
Relacdo Albumina/Globulina 109 1,35+0,31 1,20 01,3 1,50
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Alfa 1 Antitripsina (mg/dL) 106 141,26 + 41,02 100, 138,00 166,00
Eletrdlitos

Potassio (mEq/L) 99 4,38 +£0,34 4,20 4,30 4,60

Célcio (mg/dL) 98 9,97 +1,08 9,30 9,90 10,60

Fosforo (mg/dL) 81 5,16 £ 0,77 4,70 5,30 5,70
Marcadores Inflamatérios

Anti-estreptolisina O (UlI/mL) 106 197,50 + 42,96* 1,80 94,50 186,30

Proteina C Reativa (mg/L) 104 4,35 + 3,69 1,92 2,96 5,10
Vitamina e Hormbnio

Vitamina D (ng/mL) 95 31,30+ 9,52 24,10 29,00 3,8

Paratorménio (pg/mL) 87 52,61 + 22,26 38,80 49,60 3,76

* Analises utilizando média + erro padréo.

N = Tamanho amostral. VCM = Volume Corpuscular MetHCM = Hemoglobina Corpuscular Média. CHCM
= Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular MédiaT AS Aspartato Aminotransferase. Col-HDL =
Lipoproteina de alta densidadiigh density lipoproteip Col-LDL = Lipoproteina de baixa densidadeoy
density lipoproteip Col-VLDL = Lipoproteina de muito baixa densida@kery low density lipoprote)n ALT =
Alanina Aminotransferase. GGT = Gama Glutamiltraresde.

A Tabela 6 mostra o histérico clinico dos pacientes HbSCuiiticls no estudo, bem
como a frequéncia de intervencgdes realizadas wisancbntrole destas manifestacfes. Este

grupo foi composto por 95 individuos, devido a drgpilidade dos dados relacionados.

Tabela 6: Historico das manifestagdes clinicas e de integ@erentre os individuos HbSC.

Nao Sim
N (%) N (%)
Manifestacao Clinica
Crise de dor 8 (8,42) 87 (91,58)
Pneumonia (STA) 53 (55,79) 42 (44,21)
Infecgdo 71 (74,74) 24 (25,26)
Vaso-oclusao 71 (74,74) 24 (25,26)
Sequestro Esplénico 73 (76,84) 22 (23,16)
Esplenomegalia 75 (78,95) 20 (21,05)
Insuficiéncia Cardiaca 76 (80,00) 19 (20,00)
Sequestro Hepatico 82 (86,32) 13 (13,68)
Asma 88 (92,63) 7(7,37)
Ulcera Maleolar 89 (93,68) 6 (6,32)
Acidente Vascular Cerebral 90 (94,74) 5 (5,26)
Alteracdo Ossea 90 (94,74) 5 (5,26)
Insuficiéncia Respiratéria 91 (95,79) 4 (4,21)
Retinopatia 91 (95,79) 4 (4,21)
Priapismo 92 (96,84) 3 (3,16)
Litiase Biliar 93 (97,89) 2(2,11)
Intervencgéo
Uso de Medicacdes 2 (2,11) 93 (97,89)
Internacao 21 (22,11) 74 (77,89)
Uso de Hemoderivados 78 (82,11) 17 (17,89)
Uso de Hidroxiuréia 93 (97,89) 2 (2,11)

Pode-se verificar que as manifestacdes clinicas frequentes séo crises de dor e

pneumonia, seguidas pelas infeccOes, vaso-oclusspestro esplénico, esplenomegalia,
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insuficiéncia cardiaca e sequestro hepatico. Colac&e a pneumonia, os dados dos
prontuarios médicos ndo apresentavam com clareaqusges sintomas apresentados nao se
tratavam de STA, ao invés de pneumonia. Houve um@aopcdo menor de individuos
acometidos pela asma, ulcera maleolar, acidenteublaas cerebral, alteracdo 06ssea,
insuficiéncia respiratoria, retinopatia, priapismolitiase biliar. Quanto aos métodos de
intervencédo, 97,89% dos individuos faz uso de aigumedicagdo, em sua maioria 0 acido
folico, analgésicos e anti-inflamatorios, sendo queaioria necessita de internacdo para o
controle das manifestacdes clinicas. O uso prégida@mnoderivados nao foi intenso neste
grupo, assim como o de hidroxiuréia, o qual ndareja 3% dos individuos.

Para 87 dos individuos HbSC dos quais foi realizadaterminacdo de SNPs no gene
Kl e a coleta de dados clinicadyservou-se que a presenca do alelo mutante p&tdPo
rs1207568 esta associada a ocorréncia de infecg®s grupo de individuo®+£0,0170).
Além disso, verificou-se que a presenca de alelatsmbes para o SNP rs648202 foi associada

ao uso de medicac¢des para o controle das manibestatinicas da doenc@+0,0208).
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6.1 FREQUENCIA DOS POLIMORFISMOS NO GEN&E NOS INDIVIDUOS HbSC E
COMPARACOES ENTRE OS DIFERENTES GENOTIPOS

As frequencias alélicas e genotipicas relativasgaasro SNPs no gerd avaliados
encontram-se em equilibrio ekardy-Weinbergconforme mostra @abela 7.

O gendtipo AA para o SNP rs1207568 néao foi encdotentre os individuos HbSC
investigados. Entretanto, o genotipo AG para ed® $oi encontrado na frequéncia de
13,13%, sendo que seus portadores apresentaram séreos médios significativamente
maiores de albumind€0,0370,Figura 3A) quando comparados aos individuos homozigotos
selvagens. Quanto ao SNP rs9527025, os individomadores dos gendtipos mutantes GC e
CC diferiram daqueles homozigotos para o aleloaggn por apresentarem valores médios
significativamente maiores de fésforo e bilirrubitizeta (BD), conforme representado nas
Figuras 3B e 3C (P=0,0044 &2=0,0092, respectivamente). A presenca do SNP r§3644do
esteve associada a qualquer diferenca nos variosadwmes investigados, quando se

comparou 0S grupos com genotipo mutante e selvagem.
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Tabela 7: Distribuicao das frequéncias alélicas e genotfpiltes SNPs no ge@ nos individuos com HbSC, com calculo do equililiéoHardy-Weinberg

Equilibrio de Hardy-

SNPs N Alelos FA (%) Genotipos FG (%) FRO (em %) Weinberg
Valor de
FE (em %) P
G 185 (0,93) Homozigoto Selvagem 86 (0,87) 86,87 87,30
GG
C_7604792_10 Heterozigoto 13 (0,13) 13,13 12,30
151207568 OO AG 0,482288
A 13 (0,07) Homozigoto Mutante 0 (0,00) 0 0,40
AA
G 164 (0,83) Homozigoto Selvagem 66 (0,67) 66,67 68,60
GG
C_2983036_20 99 Heterozigoto 32 (0,32) 32,32 28,40
rs9527025 GC
C 34 (0,17) Homozigoto Mutante 1(0,01) 1,01 2,90
CC
C 166 (0,84) Homozigoto Selvagem 69 (0,70) 69,70 70,30
CcC
C_592739 10 Heterozigoto 28 (0,28) 28,28 27,10
1564481 9 cT 0.662441
T 32 (0,16) Homozigoto Mutante 2 (0,02) 2,02 2,60
TT
C 121 (0,61) Heterozigoto 49 (0,50) 49,50 47,50
TC
C_592738 20 Homozigoto Mutante 36 (0,36) 36,36 37,30
rs648202 99 CcC 0678744
T 77 (0,39) Homozigoto Selvagem 14 (0,14) 14,14 15,10
TT

SNP = Polimorfismo de nucleotideo Unigingle-nucleotide polymorphignHbSC = Hemoglobinopatia SC. N = Tamanho amasfal= Frequéncia alélica. FG =
Frequéncia genotipica. FROFrequéncia relativa observada. FE = Frequénciaasae
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Figura 3: Comparacdo dos marcadores estudados entre os gepds dos SNPs em individuos HbSC:
comparacao dos valores médios de albumi)aefitre individuos HbSC com gendtipos selvagemuelag com
genotipo heterozigoto para o SNP rs1207568, e dlwes médios de fésfor®) e BD (C) entre individuos
HbSC com gendtipos selvagem e mutante para o S8B27625.¢ = Teste deMann-Whitney # = Test-t

independente. BD = Bilirrubina direta.
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6.2 AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE POTASSIO EM INBIDUOS HbSC

De acordo com as andlises estatisticas, os ndéeisos de potassio apresentaram
correlacéo positiva significativa com a contagewbgl de leucocitosr£0,2916,P=0,0034;
Figura 4 - Al), linfocitos tipicos (=0,2644, P=0,0082; Figura 4 — Bl e mondcitos
(r=0,2370,P=0,0182;Figura 4 — CJ). As analises destes parametros estavam em aconto
a analise dos valores médios de potassio nos per@s% e 75% de leucdcitos, linfécitos
tipicos e monocitosR=0,0095,P=0,0053 eP=0,0314, respectivamentEigura 4 - A2, B2e
C2). Os valores médios de potassio ndo se mostrastatisicamente diferentes quando se
investigou os valores de leucdcitos, linfocitosctip e mondcitos, em pacientes categorizados
em grupos com valores menores que a mediana eeaquai valores maiores ou iguais a
medianaFigura 4 — A3, B3e C3).
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Figura 4: Correlagdo entre os niveis séricos de potassim@mgem de leucocitofAl), linfécitos tipicos B1) e mondcitos €1), acompanhada pela andlise dos valores

médios de potassio para os percentis 25% e (A&2%0B2 e C2) além das andlises com a medigha, B3 e C3) m = Coeficiente de correlacdo &pearman = Teste de
Mann-Whitney



54

As plaquetas apresentaram correlagdo positivafisigiiva com o potassia£0,4889,
P<0,0001;Figura 5 — A1), dados suportados pela média maior de potassperoentil 75%
(P=0,0003;Figura 5 — A2) e no grupo que apresentava contagens de plasugeaiores ou
iguais a mediana0,0001;Figura 5 —A3).
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Figura 5: Correlacdo entre os niveis séricos de potassic@ntagem de plaguetadl), acompanhado pela
analise dos valores médios de potassio para osmer@5% e 75%A2) e medianaA3). m = Coeficiente de
correlacao d&pearmane = Teste dédvlann-Whitney
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O potéssio também teve correlagédo positiva congdelao colesterol total£0,2521,
P=0,0118;Figura 6 — Al) e sua fracdo Col-LDLr€0,2953,P=0,0030;Figura 6 — B]). Os
valores médios do percentil 75% destes marcadoramfsignificativamente maiores quando
comparados ao percentil 25%=0,0194 e2=0,0081, respectivamenteigura 6 — A2 e B2).

Os valores médios de potassio também foram sigtifeamente superiores no grupo de
individuos HbSC com niveis de marcadores associaolgeerfil lipidico maiores ou iguais a
mediana P=0,0055 &2=0,0072, respectivamenteigura 6 — A3eB3).
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A correlacdo entre o potassio e o fésforo mostrigmificancia estatisticamente
positiva (=0,2447,P=0,0277;Figura 7 — Al). O percentil 75% apresentou valores médios de
potassio significativamente maiores do que o peilc2s% (P=0,0093;Figura 7 — A2). A

analise da mediana nao foi estatisticamente sigiifia Figura 7 — AJ).
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Figura 7: Correlacdo entre os niveis séricos de potassiafer®@l), acompanhado pelos valores médios de
potassio para os percentis 25% e 73%9)(e medianaA3). m = Coeficiente de correlacdo &pearmané =

Teste deMann-Whitney
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As PTs (=0,2415,P=0,0160), a ferritinarE0,2263,P=0,0283) e a PCRe=0,2369,
P=0,0222) apresentaram correlacdo positiva sigiifi@aom o potdssioH{gura 8 — Al, B1
e C1, respectivamente). Entretanto, a analise dos p&scedo apresentou significancia
estatisticaKigura 8 — A2 B2 e C2). Na analise da mediana, apenas a ferritina api@ase
diferenca significativa entre o grupo com valoremnores e aquele com valores maiores ou
iguais a medianaE0,0279;Figura 8 — A3, B3 e C3).
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A analise de correlacdo mostrou correlagéo sigatifia negativa do potassio com as
hemaciasrE-0,2076,P=0,0392;Figura 9 — Al) e a HbF (=-0,2328,P=0,0204;Figura 9 —
B1) e positiva com a HbS£0,2474,P=0,0135;Figura 9 — C1). Desta forma, o valor médio
de potassio do percentil 75% foi significativamemienor quando comparado com o percentil
25% para as hemaciad=0,0351;Figura 9 — A2) e HbF P=0,0180;Figura 9 — B2 e maior
guando comparado ao percentil 25% para a H8,0129;Figura 9 — C2. Pela andlise das
medianas, o valor médio de potassio foi signifiGatiente menor no grupo cujos niveis de
hemacias®=0,0190) e HbFF=0,0483) eram maiores ou iguais a mediana e nagramual
0os niveis de HbSPE0,0435)eram menores que a mediaribg(ira 9 — A3 B3 e C3,

respectivamente).
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6.3 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO NOS INDIDUOS HbSC

Os niveis séricos de calcio apresentaram correlpg&itiva significativa com PTs
(r=0,2991,P=0,0028;Figura 10 — Al) e albuminan=0,3242,P=0,0011;Figura 10 — BJ).
Acompanhando estes resultados, os niveis médicélcie foram maiores no percentil 75%
para as PTE0,0005) e albuming?E0,0016), quando se comparou os percentis 25% e 75%
(Figura 10 — A2 e B2, respectivamente). Os niveis de calcio foram Baativamente
menores quando associados aos grupos cujos nigeisTsl e albumina eram inferiores a
mediana P=0,0049 &2=0,0158, respectivamentéigura 10 — A3eB3).
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A andlise de correlacdo mostrou uma correlacaotivagsignificativa entre calcio e
ASLO (r=-0,2216,P=0,0309; Figura 11 — Al), cujo padrdo foi mantido na analise dos
percentis, onde os niveis médios de calcio forgmifitativamente menores no percentil 75%
(P=0,0127;Figura 11 — A2, bem como na analise das medianas, cujos nivéiios de
calcio foram significativamente menores no grupdeoas niveis de ASLO foram maiores ou
iguais a mediandE0,0209;Figura 11 — A3.

Al ]
5000
o r=-0.2216
4000 P =0.0309
=
£ 3000
=
9 20001
%]
= 1000
o o8
[ ] 20
O_
6 9 12 15

Caélcio (mg/dL)

A2 L 2

154 . P =0.0127 . A3 ¢
v * v 144 P = 0.0209 1
* L]
_ 124
g 3
2 S 10-
g £
ie] o 84
< 2
8 S e
5_
14

25% 75% <50% >50%
ASLO (Ul/mL) ASLO (Ul/mL)

Figura 11: Correlacéo entre os niveis séricos de céalcio e ABATQ), acompanhado pela analise dos valores
médios de célcio para os percentis 25% e 73%) @ mediana A3). m = Coeficiente de correlacao de
Spearman¢ = Teste ddMann-Whitney ASLO = Anti-estreptolisina O.
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6.4 PERFIL DOS NIVEIS SERICOS DE FOSFORO EM INDIWDS HbSC

Os niveis séricos de fosforo apresentaram coéelaggativa significativa com as
concentracdes de Hir=0,3083, P=0,0051; Figura 12 — Al) e com o Ht 1(=-0,2610,
P=0,0186; Figura 12 — B]. De forma correspondente, o percentil 75% destais
parametros apresentaram valores médios de fosfgnificativamente inferiores aos do
percentil 25% P=0,0017 eP=0,0013, respectivamenteigura 12 — A2 e B2). Na anélise da
mediana, os niveis médios de fosforo foram sigatiframente menores apenas para a Hb no

grupo cujos niveis eram maiores ou iguais ao daanadP=0,0116;Figura 12 — A3eB3).
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Foi encontrada correlagdo positiva significativiremdsforo e eosinodfilog£€0,4383,
P<0,0001; Figura 13 — Al), linfocitos tipicos (=0,2560,P=0,0211; Figura 13 — Bl e
plaguetasrE0,3598,P=0,0010;Figura 13 — CJ). Destes, apenas 0s eosino6filBs@,0009) e
as plaquetas P0,0002) apresentaram o percentil 75% significatisate superior ao
percentil 25% Figura 13 — A2 B2 e C2, respectivamente). Da mesma forma, a andlise das
medianas mostrou niveis significativamente maiores grupos com valores maiores ou
iguais ao da mediana apenas para os eosinORkE,J002) e plaqueta®£0,0490) Figura
13 - A3 B3eC3).
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Com relacdo aos marcadores de hemolise, o ASTctavelacao positiva significativa
com o fosforo (=0,3088,P=0,0050;Figura 14 — Al), com valor médio de fésforo maior para
o percentil 75% FB=0,0010;Figura 14 — A2. A bilirrubina indireta (BI) teve correlacéo
negativa significativa com o fosforo=0,2685,P=0,0154;Figura 14 — BJ), apesar de nao
ter apresentado diferenca significativa entre asguis 25% e 75%Hgura 14 — BJ. Na
analise das medianas, apenas a Bl apresentouicigeifi estatistica, com o0s niveis de
fésforo menores no grupo onde os niveis destaubima foram maiores ou iguais a mediana
(P=0,0018;Figura 14 — A3eB3).
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A andlise dos marcadores renais e hepéticos mostredisténcia de correlacdo
negativa significativa entre os niveis de fosforosede creatininar€-0,3844,P=0,0004;
Figura 15 — Al), com percentil 75% significativamente menor quarmbmparado ao
percentil 25% P=0,0140;Figura 15 — A2, bem como correlagdo positiva significativa com
0s niveis de ALTrE=0,2203,P=0,0481;Figura 15 — B]) e FAL (=0,5185,P<0,0001;Figura
15 — CJ), ambos com percentil 75% superior ao percenth2&mbora esta diferenca tenha
sido significativa apenas para a FAR<(Q,0001;Figura 15 — B2e C2). Na analise das
medianas, os niveis de fosforo foram significatigate menores para a creatinina e maiores
para a FAL nos grupos onde os valores eram magaréguais a mediandigura 15 — A3,
B3eC3).
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6.5 AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D EM NDIVIDUOS HbSC

Na populacdo estudada neste trabalho, dos 95 ddisi dos quais foi possivel a
realizacdo da dosagem de VitD, observou-se que 54958%) apresentavam valores
insuficientes de VitD (10 a 30 ng/mL), mas néo defites (< 10 ng/mL), segundo valores de
referéncia sugeridos pelo Kit utilizado. Os deniagividuos apresentavam-se com niveis
suficientes da vitamina (30 a 100 ng/mL), enquaf@® da populacdo tinha niveis
enquadrados como deficiéncia de VitD.

Os valores de VitD apresentaram correlacdo negatgraficativa com o ferro sérico
(r=-0,3459,P=0,0006;Figura 16 — Al) e 0 VCM {=-0,2071,P=0,0441;Figura 16 — B]). A
diferenca entre os percentis 25% e 75% foi sigutifra apenas para o ferro sérico e
confirmou o padrédo da correlacdo encontrdD(0065;Figura 16 — A2e B2). Na analise
das medianas, valores médios significativamenteoneside VitD foram observados nos
grupos onde os niveis de ferro sérico e VCM foraanones que a medianR®=0,0071 e
P=0,0286, respectivamenteigura 16 — A3e B3).
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A VitD apresentou correlagcdo negativa significaibeen os niveis de BDr£-0,2629,
P=0,0101;Figura 17 — Al e positiva com a contagem de reticulécitos0(2361,P=0,0220;
Figura 17 — B)). Os niveis médios de VitD, em concordancia corarggises de correlacéo,
foram significativamente menores para o percebfib da BD P=0,0051;Figura 17 — A2 e
para o grupo cujos valores desta bilirrubina eraaioms ou iguais ao da mediaRx(,0035;
Figura 17 — A3. Da mesma forma, os niveis de VitD foram sigatikamente superiores no
percentil 75% dos reticulocito®£0,0453;Figura 17 — B2 e no grupo no qual as contagens

de reticuldcitos foram maiores ou iguais a med{®®,0394;Figura 17 — B3.
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Outras correlages significativas positivas forantoatradas entre a VitD e os
linfécitos tipicos (=0,2306,P=0,0245;Figura 18 — Al) e a PCRerE0,2113,P=0,0420;
Figura 18 — BJ), além de uma correlacdo negativa com o PFE-D(3689,P=0,0004;Figura
18 — C). Entretanto, apenas para a PCRe e para o PTidrardja entre os percentis 25% e
75% foi significativa P=0,0310 eP=0,0013, respectivamentEjgura 18 — A2, B2e C2).
Contudo, na andlise das medianas ocorreu signifiwéstatistica para a diferenca nos trés
marcadores (linfocitos tipicos, PCRe e PTH): ogisimédios de VitD foram maiores para os
linfécitos tipicos e a PCRe, bem como menores pd&?aH nos grupos com valores maiores
ou iguais a mediand€0,0148,P=0,0155 &2=0,0010, respectivamenteigura 18 — A3, B3
e C3).
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Figura 18: Correlacao entre os niveis séricos de VitD e liddctipicos Al), PCRe B1) e PTH C1), acompanhada pelos valores médios de VitD pararceme 25% e

75% (A2, B2 e CJ e medianaA3, B3 e C3. O = Coeficiente de correlacdo Bearsonm = Coeficiente de correlacdo &pearman# =Test-tindependentes = Teste de
Mann-WhitneyVitD = Vitamina D. PCRe = Proteina C reativa. P¥aratormonio.
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6.6 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE PARATORMONIO ENNDIVIDUOS HbSC

Os niveis de PTH apresentaram correlacdo negaityaficativa com o total de
leucécitos =-0,2618,P=0,0143; Figura 19 — Al), com os linfocitos tipicosr£-0,2966,
P=0,0053;Figura 19 — B])) e com os mondcito$%-0,2723,P=0,0107;Figura 19 — C1). Em
concordancia com as correlagdes, a diferenca estpercentis 25% e 75% foi significativa
para os trés marcadord3=0,0054,P=0,0087 eP=0,0098, respectivamentéigura 19 — A2,
B2 e C2). A andlise das medianas mostrou valores de Pghifisiativamente menores no
grupo de individuos HbSC com valores maiores oaigga mediana para os linfocitos tipicos
e 0s mondcitosA=0,0374 &2=0,0435, respectivamentiéigura 19 — A3, B3e C3).
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Quanto aos marcadores de perfil lipidico, o PTHb&m apresentou correlacéo
negativa significativa com os niveis de colestéotdl (=-0,2282,P=0,0335;Figura 20 —
Al) e com o Col-LDL (=-0,2470, P=0,0211; Figura 20 — B]). O Col-LDL mostrou
diferenca significativa entre os percentis 25% &6 71®=0,0215;Figura 20 — A2 e B2).
Entretanto, esta diferengca ndo foi observada néisandas medianas para nenhum outro
marcador de perfil lipidicoRigura 20 — A3e B3).
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Figura 20: Analises de correlagao entre os niveis séricosTdt dcolesterol total1) e sua fragdo Col-LDLR1), bem como a andlise dos valores médios de PTa&lqmar

percentis 25% e 75%\2 e B2 e medianaA3 e B3. 0O = Coeficiente de correlacdo Bearson # =Test-tindependente. PTH = Paratormonio. Col-LDL = Lipmpina de
baixa densidadd_pw density lipoprotein



83

Os niveis de PTH apresentaram correlacado negattatisticamente significativa com
a BD (=-0,2462, P=0,0443) e o AST rE-0,2274, P=0,0342); contudo, ndo houve
significancia estatistica para as diferencas esgreercentis 25% e 75% e nas analises das

medianasKigura 21).
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6.7 ANALISE DOS HAPLOTIPOS DOS GENES DA GLOBINB EM INDIVIDUOS
HbSC

Dos 110 individuos incluidos no estudo, 103 tiwera identificacdo dos haplétipos
dos genes da globing, sendo verificado a presenca de 51 (49,51%) iddod com o
haplotipo BEN (BEN/I e BEN/II), 42 (40,78%) com AR (CAR/I e CARI/II), 6 (5,83%)
com o Atp e 4 (3,88%) com o CAR/III.

Foram avaliados 88 individuos quanto a existéneiassociacdes entre os haplotipos
(BEN/I, BEN/Il, CAR/I e CAR/Il) e os SNPs no gel&, ndo sendo encontradas associagoes
estatisticamente significantes. Da mesma forma, f@am encontradas associagcbes
estatisticamente significativas entre os diferemigslotipos e os niveis de potassio, calcio,
fosforo, VitD ou PTH.

Os individuos com haplétipo BEN tiveram valoresdiné maiores de creatinina
(P=0,012) e de globulind?E0,006), quando comparados aos individuos com tigplGAR.

Apenas quatro individuos tiveram o haplétipo CARZIpor isto ndo participaram das
analises acima descritas. Estes individuos apeesant contagens meédias reduzidas de
hemécias e concentracbes médias reduzidas parbtHWCM, HCM e haptoglobina, bem
como contagens médias elevadas para reticulécitmmeentracdes elevadas de DHL. Dois
dos quatro individuos CAR/IIl apresentaram contagelevadas de leucécitos. Os valores
meédios de Col-HDL estavam reduzidos. Um destewiithdlos apresentou niveis aumentados
de AST, ALT e GGT, concomitantemente. Apenas unegl@ncontrava-se em estado de

insuficiéncia de VitD.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a existéncia de asdocentre SNPs no gekee a
ocorréncia de infeccbes (rs1207568) e com o usanddicacbes para o controle das
manifestagfes clinicas (rs648202) em individuos ¢¢im$C. Foi evidenciada também a
associagdo do SNP rs1207568 com os niveis sércakbdmina e do SNP rs9527025 com os
niveis séricos de fésforo e BD. O potéassio, caltdsforo, VitD e PTH, descritos como
marcadores cujos niveis sofrem regulacédo diretindiveta pela proteina Klotho, também
foram investigados em relagdo aos marcadores dedgde na DF. Os resultados obtidos
revelaram a ocorréncia de correlacdo entre os nBdiicos de potdssio e a contagem de
leucécitos, linfocitos tipicos e mondcitos, bem ooplaquetas e com as concentragfes de
colesterol total e Col-LDL, fosforo, PTs, ferritind®CRe, contagem de hemacias e
concentracdes de HbF e HbS. Quanto ao calcio,bfle¢érwada sua correlagdo com os niveis
séricos de PTs, albumina e ASLO. O fésforo teveetagdo significativa com os niveis de
Hb, o Ht, eosindfilos, linfécitos tipicos e plagagt AST, BI, creatinina, ALT e FAL. O
VCM, os niveis séricos de ferro, BD, reticuldcitisfocitos tipicos, PCRe e PTH foram
correlacionados aos niveis seéricos de VitD nestelividuos. Por fim, o PTH foi
correlacionado com os leucdcitos, linfécitos tigicomondcitos, colesterol total e Col-LDL,
BD e AST.

A literatura relata a acdo da proteina Klotho carnereceptora para a atuacdo do
FGF23, e este, por sua vez, esta envolvido naz@ohila expressao @' P27Ble na inducéo
da expressdo d€YP24Al1l promovendo desta forma a inibicdo da sintese d® V
(NAKATANI et al, 2009). Em contrapartida, a VitD tem envolvimemi#o apenas na
homeostasia mineral e 6ssea, mas também na mooudacéistema imune, a partir da sua
sintese em monadcitos/macrofagos e sua atuacaaorda fotracrina na modulagcéo da resposta
imune inata a agentes agressores. O sinal gergolrtia da interacdo entre padrbes de
membrana associados a patégenos (PAMPS) e osasxedb tipo Toll Toll-like receptors
TLRs) estimula a expressao da-fidroxilase e aumenta a expresséo do receptorntie &
VDR. A interacdo entre a VitD sintetizada e o VDRmove um estimulo suficiente para a
expressdo de genes que codificam peptideos antimacios, tal como a catelicidina. A acao
da interleucinafi (IL-1p) sobre seus receptores em mondcitos se interbga & acao da

VitD produzida intracrinamente, promovendo a exgfiesda defensina bet@)4, a qual,
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juntamente com a catalecidina, conduz a morte doomiganismo nos fagolisossomos (LIU
et al, 2006; ADAMSet al, 2009; LIUet al, 2009). Tal evento também ocorre em barreiras
epiteliais, como a do pulmé&o, de maneira indepdrdda ativacdo de TLRs, devido a
expressao constitutiva dax-hidroxilase (HANSDOTTIRet al, 2008). Além disso, a VitD
produzida em mondocitos/macréfagos pode atuar laaenno controle do perfil de citocinas
em linfécitos T e B ativados que expressam VDR tridmmndo para a manutencdo de um
microambiente inflamatério (ADAMS, 2010). Nesteuekt foi observado que os individuos
mantiveram certa preservacdo dos niveis de VitD, seéndo detectado nenhum individuo
com deficiéncia da vitamina. O que se sugere a&iesga associacdo encontrada entre o SNP
rs1207568 e a presenca de infeccdes neste estudiantp, € que nos individuos portadores
deste SNP o defeito na sintese da proteina Klothie gomprometer seus niveis, levando
provavelmente a prejuizos no controle negativo @623 sobre a sintese de VitD, sobretudo
em monacitos, conforme descrito por NAKATANI e dmdaadores (2009). Em adicéo, vale
ressaltar que a ingestdo de azeite de dendé, centdincaracteristico de pratos tipicos da
nossa culinéria, pode ter contribuido para a pvagéo dos niveis de VitD. O fruto do qual é
extraido o Oleo de dendé nativo contém ergosteral,exposi¢do solar do fruto promove a
conversao do ergosterol em VitD, embora a quantigadduzida da vitamina seja inferior
aguela obtida do Oleo de figado de bacalhau (DANB2). Porém, o emprego do Oleo de
dendé no preparo dos alimentos pode estar comdbupara a manutencdo dos niveis de
VitD observados em nossa amostra, independent®wuass alteracées encontradas. Com
isto, a manutencao dos niveis da vitamina pode sgtdentando uma resposta imune inata
contra as infeccdes nestes individuos.

O SNP rs648202 foi associado ao uso de medicacaes @ controle das
manifestagdes clinicas da doenca, em especialabgésicos e antiinflamatorios. A literatura
nao tem descrito esta associacdo, mas é compreegséza demanda aumentada pelo uso de
medicacdes subentende uma ocorréncia maior de estagbes clinicas nestes individuos
com DF e, portanto, uma gravidade maior da doebgatudo, novas investigagdes precisam
ocorrer para confirmar a associacédo deste SNP grawvalade clinica nestes individuos.

N&do houve neste estudo associacdo significativae eBNPs no genel e
osteonecrose, priapismo ou Ulceras de perna, emacatel® com trabalhos prévios
(BALDWIN et al, 2005; NOLANet al, 2005; NOLANet al, 2006). ULUG e colaboradores
(2009) também n&o obtiveram sucesso na replicagstasiassociacdes devido a utilizagdo de
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um tamanho amostral inadequado, bem como pelaa@diaacéo de exames de imagem em
controles, a exemplo da ressonancia magnética, seddo possivel assegurar que tais
individuos ndo se tratavam de pacientes assintoosagm estagios iniciais de necrose
avascular. ELLIOTTE e colaboradores (2007) tambéstatam a associacdo de SNP¥ho
em pacientes com DF e priapismo, mas sem reprodigéamssociacdo entre os SNPs e o
subfendtipo. Este resultado divergente, quando ecadie aquele obtido por NOLAN e
colaboradores (2005), foi justificado entre outnostivos pelos diferentes ajustes realizados
nos testes destes dois estudos. No caso do prestnti®, a auséncia de associacdes entre 0s
SNPs estudados e a ocorréncia de osteonecrosgispriae Ulcera de perna possivelmente
pode ter sido em decorréncia dos SNPs avaliadesfayam diferentes daqueles estudados
nos outros trabalhos, cuja presenca pode ndoentedie forma substancial nos mecanismos
pertinentes a tais eventos clinicos. Aléem dissapsso estudo foi desenvolvido em pacientes
HbSC, enquanto os demais estudos contemplarandiv$dimos com AF. Na HbSC ocorrem
manifestacfes clinicas mais voltadas aos danoga®irenquanto os eventos de hemolise
tém implicacbes maiores para os agravos na AF.dSassim, os SNPs avaliados podem ter
repercussdes diferentes entre estes dois grupostramo Para tal, seria interessante a
conducé@o de ensaios dosando os niveis da protdathoke a avaliagdo dos mecanismos
envolvidos com esta proteina nestes dois tipos apeilacdo. O carater retrospectivo do
levantamento dos dados clinicos também pode tdhidoopossiveis falhas de notificacdo
destes dados nos prontuéarios pesquisados. Em gartida, o envelhecimento da populacao
estudada pode acarretar na incidéncia de casos wegbtes subfendtipos, conduzindo a uma
significancia estatistica, embora ndo tenham sidordradas diferencas significativas entre
criangcas e adultos quando foram realizadas asag@ak por idade. Outro ponto a ser
considerado é que, tratando-se de individuos co®CHzujos eventos clinicos sdo menos
intensos do que nos individuos com AF, a taxa dgeafinuidade do acompanhamento é
consideravel, principalmente em adultos. Durantpedodo das coletas de amostras de
sangue, alguns individuos relataram que estavammnegtdo para o acompanhamento apos
muitos anos sem irem a Fundacdo HEMOBA. Neste gerite afastamento podem ter
ocorrido manifestacdes clinicas tratadas em outersiros de saude, sendo que estas
manifestacbes ndo foram registradas nos prontuémidicos analisados para a coleta de
dados clinicos. Pode ter ocorrido o esquecimergtedéndividuos em relatar ao médico, bem

como no momento de responder ao questionario dumoleta, eventuais manifestacdes
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clinicas durante o periodo de auséncia. Portanto,acompanhamento mais prolongado
destes individuos, bem como a expansdo do tamamiosti@l torna-se necessaria para a
confirmacdo ou nao dos resultados obtidos.

Neste estudo, os individuos que tinham o aleloamat para 0 SNP rs1207568
apresentaram niveis médios elevados de albuminadquaomparados aqueles homozigotos
selvagens, o que pode significar uma maior taxéildacdo glomerular nestes individuos
com alelo selvagem para o SNP rs1207568, eventoicaliimportante na DF
(HIRSCHBERG, 2010). Esta associa¢cao também foisitiy@da em uma populacao de idosos
caucasianos hospitalizados, mas sem registro ddficdgncia estatistica entre individuos
mutantes e selvagens para este SNP quanto aos sér&ios de albumina (PAROMNL al,
2012). Estes autores verificaram associacao sigtife entre os niveis de albumina e outro
SNP no gen&l, o rs9536314, o qual n&o foi objeto do presertteles

Os individuos portadores do alelo mutante para o S88527025 tiveram niveis
médios elevados de fésforo e BD quando comparaa®$ndividuos com o alelo selvagem.
A literatura ndo tem demonstrado estes tipos decegso, mas € bem descrito o aumento
dos niveis séricos de fosforo diante de polimorfismo gen&l, dado que a proteina Klotho
possui atividade fosfatirica, sendo sua falta urtorfdimitante para tal atividade
(NAKATANI et al, 2009). O fésforo é um elemento encontrado enugreas quantidades no
fluido extracelular, sendo predominante em depesigisseas e dentarias, além de ocorrer
nos espacos intracelulares no interior de mitodgéadronde participa da fosforilacdo
oxidativa, bem como no reticulo endoplasmaticodserequerido para a fosforilacdo de
proteinas, participando, portanto, de mecanismosd@s de sinalizacdo intracelular. Este
elemento também ocorre no nucleo, participando idéeese dos acidos nucléicos, no
complexo de Golgi e lisossomos (RAZZAQUE, 2011). hiperfosfatemia grave esta
envolvida com calcificacdo vascular extensa e delae moles, acometendo pulméao, rins,
aorta (NAKATANI et al, 2009), o que induz uma associacdo entre higatésia e
mortalidade. Essas calcificacdes ectopicas a nagtular podem ser consideradas um fator
agravante ao considerarmos 0s eventos vaso-octusnad DF, uma vez que uma
maleabilidade menor dos vasos poderia proporcioés oclusao vascular.

Na DF ocorre a hemolise extravascular, a partiedzo¢cédo dos eritrécitos danificados
pelo sistema reticulo-endotelial. Entretanto, tencensiderado a importancia da hemdlise

intravascular para o desenvolvimento da doenca.armdera hemdlise intravascular, a
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hemoglobina liberada no plasma forma dimeros qliga®m a haptoglobina, e este conjunto é
passivel do reconhecimento por macréfagos e masaiila CD163. O heme ferroso também
€ liberado no plasma, sendo oxidado a heme féracasido na qual ele é liberado da
hemoglobina e se associa a hemopexina, para aripostegradacdo hepatica, da qual
resultam tanto a biliverdina, a qual sera convaradBl e em seguida a BD, e o ferro livre
(ZAGO et al, 2001; ROTHERet al, 2005). Embora ndo tenha ocorrido associacao
significativa entre o SNP rs9527025 e outros mamaslde hemdlise, a associacdo com a BD
sugere a existéncia de alguma relacao entre angaesdeste SNP no geKé e a gravidade da
DF.

O potassio foi avaliado neste estudo por ser umellmentos que se encontram
alterados diante de polimorfismos no gétecuja deficiéncia na expressdo do seu produto
proteico conduz a uma retencdo maior de potassiorganismo (CHAet al, 2009). No
grupo de pacientes estudado, apenas 2,02% doddundssapresentaram niveis séricos de
potassio superiores aos valores de referéncia.u@onteste elemento foi positivamente
correlacionado com a contagem global de leucoditu®citos tipicos, mondcitos, plaquetas
e com a concentracdo de PCRe e ferritina. Na Hl@S@resenca do co-transporte K-ClI
ativado favorece o efluxo maior dé & 4gua dos eritrcitos, desidratando as célulasedo
HbC, o que induz a polimerizacdo da HbS, colabaratelforma expressiva com os eventos
clinicos da doenca (ROMERE& al, 2004). Este efluxo de'Ksomado aquele proveniente da
propria hemolise, bem como da ativacao de leuc®@tplaquetas pode contribuir para esta
associacao positiva entre a contagem destes elesnents niveis do eletrdlito. Sabe-se que os
individuos com DF exibem quadro inflamatério cranfMORRISet al, 2005), apresentando
tanto em momentos de crise quanto em condigfesshamatagens elevadas de leucocitos,
sendo este marcador considerado como fator de p&@ morte precoce nestes individuos
(PLATT et al, 1994; OKPALA, 2006). A contagem de plaquetas GRe (marcador
inflamatorio classico) também aparecem aumentadagoenca, mesmo considerando-se 0
estado estavel dos individuos. Diante desta coodiglamatoria e de desequilibrio
homeostético cronico, ha uma estimulacdo para exralidio de citocinas que causam o
aumento da ativacédo e das propriedades adesivias dedulas e de eritrécitos ao endotélio,
propiciando eventos vaso-oclusivos (AKINOILgk al, 1992; OKPALA, 2006; VILLAGRA
et al, 2007). A ferritina também é uma proteina de fageda, encontrando-se elevada em

condicOes inflamatérias e na DF, sendo também urcadar de gravidade nestes individuos
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(AKIMBAMI et al, 2013). Estes resultados sugerem o0 envolvimemtopatassio no
desenvolvimento do quadro inflamatorio crénico eldeequilibrio homeostético da DF.

Entre os resultados alcancados no presente estmioniveis de PTs foram
positivamente correlacionados com os niveis despmaApés a busca bibliografica, nao
localizamos descricdo semelhante na literatura. Gase no conhecimento de que os niveis
séricos de PTs podem estar aumentados sobretudoreligdes de desidratacéo, no mieloma
multiplo, no lupus eritematoso sistémico e nasamfi¢des cronicas, formulamos a hipotese
de que uma possivel elevacdo das PTs nos pacemmadisados pode estar associada a um
quadro de desidratacdo, uma vez que nestas cidoeieds pode ocorrer acidose e,
conseguentemente, prejuizo no funcionamento de &®mib sddio-potassio, o que conduz a
elevacdo do potassio extracelular, sendo esta wnssivel explicacdo para a correlacédo
positiva significativa descrita. Entretanto, eswddicionais devem ser realizados, com vistas
na elucidacdo dos mecanismos associados ao potaasi@onsequéncias de suas alteracdes
sistémicas.

Nés encontramos a correlacéo positiva entre ossniepotassio e o colesterol total e
com o Col-LDL. N&do héa relatos desta associacdoiteeatura em individuos com DF.
Entretanto, niveis elevados de colesterol, soboetudracdo Col-LDL, quando associados,
entre outros, a niveis presséricos elevados, télm rglacionados a riscos maiores para a
ocorréncia de aterosclerose e doenca cardiaca (UBKE et al, 2005). Isto pode significar
alguma participacdo do potassio na promocao de t@veateroscleréticos, 0s quais
representam risco aumentado de eventos vaso-aatusastes individuos.

A contagem de heméacias e as concentracdes de Mdid#m f negativamente
correlacionados com 0s niveis de potassio, ao pagseohouve correlacdo positiva deste
marcador com as concentracoes de HbS. Estes dagires a associacdo do potassio com a
gravidade clinica dos pacientes com DF. As contwgdiminuidas de hemacias estao
associadas a perda de quantidades destes glébelido da hemolise. Por outro lado,
concentracdes diminuidas de HbF também séo coadaeicomo fator de risco para morte
precoce nestes individuos em estado estavel, haxamdento na expectativa de vida quando
suas concentracdes estédo elevadas (PL&tTal, 1994). Isto porque a HbF nos eritrocitos de
individuos com DF inibe a polimerizacdo da HbS, aaaiucdo da concentracdo desta Hb.
Além disso, o hibrido formado entre os dois tipesih (2p5y) ndo pode se unir ao polimero

de HbS, inibindo a falcizac&o, evento importante&a madesencadeamento das manifestacoes
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clinicas da doenca (AKINSHEYEt al, 2011). Dada a capacidade da HbS em formar
polimeros que dardo origem as hemécias falcizadbscendigcbes de desoxigenacdo, a
correlacéo positiva encontrada entre seus nivessde potassio reforcam os possiveis efeitos
do potassio na gravidade da doenca.

O potassio também foi positivamente correlacionemim o fésforo neste estudo. O
fésforo € outro um marcador que se encontra elestadde de defeitos na expressdo do gene
Kl, e esta envolvido com calcificacdes ectopicas (lealdl, 2010), conforme ja mencionado.
Esta correlacédo positiva entre o potassio e o fdsagere, portanto, que o potassio pode ter
algum envolvimento no desenvolvimento de danosraotélio vascular, por intermédio do
fésforo, porém tal hipotese necessita de estudomadis para confirmacao.

No presente estudo, houve correlacdo positiva esraiveis de fésforo sérico e a
contagem de eosinofilos e linfécitos tipicos. Algautores sugerem a participacéo do fosforo
na reducdo da absorc¢ao intestinal de magnésioama@nis deple¢cdo nos niveis séricos deste
elemento e, com isto, 0 aumento na contagem gtteb&ucdcitos, neutréfilos, eosinofilos e
linfécitos (HARDWICK et al, 1991; VAN ORDENet al, 2006), mecanismo que pode
contribuir para o perfil inflamatério crénico nestendividuos. Somado a isto, o fosforo
também teve correlacdo positiva com a contagemlatpugtas. O que se sugere é que o
aumento da contagem de plaquetas encontrado riedte&luos, conforme ja comentado,
esta associado a sua maior ativacdo e agregagéwipbamdo para o aumento nos niveis
séricos de fosforo, visto que durante a ativacagregacao plaquetaria ocorre a secrecdo do
conteudo de seus granulos alfa e densos, sendegies ultimos sdo ricos em fosforo
(SKAER et al, 1976; MESA, 2000).

O fésforo teve correlagdo negativa com as conaedss de Hb e o Ht, sugerindo sua
associacdo ao quadro anémico, além da correlagitivaaom o AST, o qual, assim como a
Hb, a DHL e a arginase, € liberado no plasma megliarhemdlise intravascular (KATEX
al., 2006), embora esta aminotransferase tambénlilsejada no plasma em situacdes que
cursam com danos teciduais no coracgdo, figado, uttigsquelético, rins e cérebro. Em
contrapartida, os niveis séricos de fésforo foragativamente correlacionados aos niveis de
Bl na populacéo estudada, o que remete as casdici&siinerentes aos pacientes incluidos no
presente estudo, uma vez que os individuos com HiECpossuem uma hemdlise grave
quando comparada a daqueles com AF. Outras compiisatambém foram consideradas

como graves em populacbes semelhantes a incluidamosso estudo, a exemplo da
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osteonecrose, retinopatia e a STA, sendo atriba@@umento da densidade celular e da
viscosidade sanguinea (NAGHdt, al, 2003). Ressaltamos que no presente estudofardés
também esteve associado positivamente aos niveisndacadores de lesdo hepatica ALT e
FAL, o que também pode estar relacionado ao acomaeto a 6rgaos nestes individuos.

Nos individuos com DF, a insuficiéncia renal enise entre 0os principais danos
cronicos a 6rgdo que conduzem a taxas elevadaosf@tdliizacdo, bem como a morte
precoce (POWARSt al, 2005). Entretanto, apenas trés individuos aptagam valores de
uréia maiores que 40 mg/dL (limite superior do wale referéncia para o marcador) e
nenhum deles apresentou niveis séricos elevadosedtnina. Somado a isto, observou-se a
associagdo negativa entre os niveis de fosfororeatinina. Isto sugere que 0s niveis séricos
de fosforo podem estar aumentados ndo pela presgmci@sdo renal neste grupo de
individuos, mas, provavelmente, pelos mecanismosatd@cao plaquetaria previamente
abordados. Entretanto, é importante considerarngu®F é comum a hiperfiltracdo renal
(HIRSCHBERG, 2010), fato que pode estar relacionadm os valores diminuidos de
creatinina nestes individuos.

O célcio foi positivamente correlacionado aos rsivadricos de PTs e albumina. N&o
hé relatos destas associa¢fes na literatura, ncatcio percorre a circulagdo sistémica em
duas fragBes: a primeira consiste do calcio iomiZade e a segunda trata-se da fracdo de
calcio ligada as proteinas, particularmente a aibajra proteina mais abundante no plasma
(PAYNE et al, 1979). Isto explica a correlacao positiva en@ata entre o calcio e as PTs e
albumina. O célcio esta envolvido em varias fungd@sorganismo. Entre elas, o calcio €
capaz de ativar a nicotinamida adenina dinucleotfdsfatase oxidase (NADPH oxidase) de
forma indireta, a partir da ativacdo da proteimase C, induzindo a producéo elevada de
EROs em eritrocitos de individuos com AF, contnilla para o estresse oxidativo, eventos
vaso-oclusivos e danos a 6rgdos (GEORSHRL, 2013). Entretanto, no presente estudo, o
calcio néo foi correlacionado a nenhum marcaddraedlise.

Uma correlacdo negativa entre o calcio e a ASLOvlisiervada neste estudo. Nao ha
relatos desta correlacdo na literatura. Possivdebnérata-se de uma associacdo sem
significancia clinica, tendo-se em vista que o ioadéxtracelular tem sido identificado em
niveis elevados em sitios de infeccdo e de infl@mégre de patdégeno, sendo um importante
ativador de inflamossomos e caspase-1, o que txame aumento da conversao da pro-IL-

1B em sua forma ativa ILfile, consequente, aumento do dano celular, fatmgoeonfirma
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a associacdo descrita (ROSSQdt al, 2012). Entretanto, estudos relacionados ao
metabolismo do calcio em pacientes com HbSC deeemesenvolvidos visando esclarecer a
pertinéncia de tal correlagéo.

A VitD participa tanto no controle da homeostasitneral e d6ssea, quanto na
modulacdo sobre o sistema imune, conforme ja aborfldU et al, 2006; HANSDOTTIRet
al., 2008; LIUet al, 2009; ADAMSet al, 2009; ADAMS, 2010). Neste trabalho, os niveis
séricos de VitD foram positivamente relacionadosoatagem de linfocitos tipicos e
concentracdes de PCRe. Nenhum trabalho ja abosdawassociacdo entre a VitD e a PCRe.
Esta proteina hepética de fase aguda, sintetizautm da acdo de fatores liberados por
macrofagos e adipdcitos, tais como a interleuciiil—®) e outras citocinas, encontra-se em
niveis elevados em resposta a inflamacdo e estalvadey na ativacdo do sistema
complemento e na inducéo da fagocitose por mawsfaHOMPSONet al, 1999, LAUet
al., 2005). Além disso, a PCRe encontra-se envolraatenuacéo da liberacdo e producéo
de ON nas células endoteliais, na diminuicdo daogBgese, na inducdo da producdo
endotelial de endotelina-1, uma molécula vasocotsta, além da IL-6, favorecendo a
captacdo de Col-LDL por macrofagos. A PCRe tambeduz aumentos nos niveis das
moléculas de adesao intercelular (ICAM-1) e de @ales célula vascular (VCAM-1), bem
como na secrecao de proteina quimioatraente deaitosrd (VERMAet al, 2002; VERMA
et al, 2002b). Estes eventos sdo importantes para ateray@o do microambiente pro-
trombatico e pro-inflamatdrio, bem como eventosaseeréticos, eventos importantes para o
desenvolvimento da disfuncdo endotelial e ativad@deucocitos nos individuos com DF.
Sugere-se, com isto, que a ativacao imunolégicenpvala pela VitD possa, em conjungao
com as proteinas de fase aguda, tais quais a P&3R®, envolvida nos mecanismos de
vasculopatia na DF.

A VitD também foi correlacionada positivamente cantontagem de reticulécitos,
gue se eleva como uma resposta compensatéria dalanéssea frente a hemdlise. Os
eritrocitos de individuos com AF produzem nivesvatlos de EROs pela acdo da NADPH
oxidase, mecanismo mediado pela proteina cinasa RacGTPase, e induzido por citocinas
inflamataorias, contribuindo para o dano a orgaasreédiculécitos, os quais apresentam maior
atividade da NADPH oxidase quando comparados awéo#ios maduros, contribuem ainda
mais para a producédo de EROs, aumentando os dasoslares (GEORGEt al, 2013). A

VitD foi negativamente correlacionada com o VCMjocualor encontra-se reduzido nas
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anemias microciticas. Ndo foram identificados tifadi® na literatura que confirmem tais
correlagbes, mas estes resultados sugerem que Da pditle estar relacionada com o
desencadeamento de eventos hemoliticos nos indwidom HbSC, embora esta hipotese
precise ser testada.

Entretanto, o presente estudo demonstrou a as8ocieggativa entre a VitD e 0s
niveis de ferro e BD. Diante do fato de que a cos@e@de Bl a BD ocorre a nivel hepatico
(ZAGO et al, 2001), tal mecanismo pode ser prejudicado meslianpresenca de dano
hepatocelular, 0 que nos leva a supor que os dacotuais podem estar implicados na
associagdo negativa encontrada entre os niveisit@tae/BD neste estudo. Suspeitamos,
entretanto, que esta correlagdo entre a VitD eévmsnde ferro e BD poderia ser positiva em
uma populacdo de individuos HbSS, cujos eventosligztos sdo mais graves do que nos
HbSC, o que torna interessante a investigacdo @samsmos envolvidos na relacdo entre a
VitD e estes dois marcadores, além da comparag@esdmecanismos entre individuos HbSC
e HbSS.

Neste trabalho foi observada a correlacdo negatim@ os niveis séricos de VitD e
PTH. Esta correlacdo negativa ja foi descrita edividuos com DF, com relagdo a 25(OH)
vitamina D (MOHAMMED et al, 1993), bem como em outras populacdes sem a DF,
incluindo grupos de homens adultos (HAGSTR@Mal, 2009), criancas e adolescentes
obesos (GILARDINIet al, 2011) e adolescentes e adultos nos EUA (FRASE®R, 2010;
WILLIAMS et al, 2011). Uma explicacdo para esta correlacdo ivegat o sistema de
regulacdo existente entre o célcio, o PTH e a Mlante de reduc¢des nos niveis séricos de
calcio devido ao comprometimento de sua absorcéal reob niveis reduzidos de VitD,
ocorre 0 aumento na expressao do PTH, bem comdibsracdo da paratiredide. O PTH
ganha entdo o espaco circulatorio, podendo atisacéialas renais, induzindo a expressao de
la-hidroxilase, e por isto elevando a sintese de(O@%® vitamina D. Esta, por sua vez, pode
se ligar a elementos responsivos a VitD em célatastinais e 6ésseas, causando elevacdes na
absorcao intestinal de célcio e fosfato, bem comdiberacdo de calcio e fosfato da fase
mineral do tecido 6sseo, 0 que contribui, portaptwa o restabelecimento dos niveis séricos
de calcio (ADAMS, 2010).

Tomando-se como base a relacdo negativa entrevess mia VitD com os de PTH,
bem como a associacdo positiva encontrada entreivess de VitD e a contagem de
reticuldcitos, pode-se compreender a relacdo negaticontrada entre o PTH e a BD e AST,
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sugerindo a relagcdo do PTH em associacdo a VitBy @ eventos de hemolise cronica
porém ndo intensa. Nenhuma destas correla¢gfesidentescritas na DF. Adicionalmente,
como esperado, a contagem de leucdcitos, linfoédimsos e mondcitos também tiveram
correlacéo negativa com os niveis de PTH. Estessdsujerem a relacao estreita entre PTH e
VitD, onde o PTH induz a sintese renal de VitD éadgibe a expressdo de PTH na
paratiredide. Conforme os dados obtidos neste @stoieis elevados de VitD estédo
associados a niveis diminuidos de PTH, sendo deecesario pode estar relacionado aos
eventos de hemolise branda e prolongada e ao p#tdmatorio (o qual, por si s6, pode
colaborar com a instalacdo desta forma de hemdlesd®s individuos.

O PTH também foi negativamente correlacionado cemiveis de colesterol total e
Col-LDL. Tais correlagdes nédo tém sido descritasimaividuos com DF, mas um trabalho
avaliando a associacao de 25(OH) vitamina D, PTHI@o com fatores de risco para doenca
cardiovascular em adolescentes demonstrou a agdodiaversa entre o PTH e o Col-LDL e
triglicerideos (WILLIAMSet al, 2011). No presente estudo, os niveis de cotddtaal e sua
fracdo Col-LDL estiveram dentro da faixa de noroeadie, em desacordo com 0s niveis
diminuidos destas fracdes lipidicas em individuma OF descritos na literatura (SHORES
al., 2003).

A insuficiéncia nos niveis de VitD foi observada ensso estudo. Tal insuficiéncia
também foi descrita na HbSS em 93% dos individuosestigados por ROVNER e
colaboradores (2008). Com relacédo a deficiénciaitdanina, nenhum individuo apresentou
tal condicdo. Sobretudo, a literatura tem relatadteficiéncia de VitD em individuos com
DF, sendo que esta deficiéncia tem sido relacioaadaiperparatireoidismo e ao aumento no
risco de fraturas, além de ser dependente da esiacano e da dieta (BUISO&t al, 2004,
ADEWOYE et al, 2008; CHAPELONet al, 2009; JACKSONet al, 2012; ARLETet al,
2013). Nossa amostra de individuos ndo apresestmeiacao significativa entre nenhum dos
quatro SNPs no genel estudados e a VitD, mas néo se pode descartgrotebe de que
algum outro SNP neste gene possa estar preseits metividuos. Polimorfismos no gekie
tém reflexos na regulacdo da expressao de VitRicsque deficiéncias nos niveis da proteina
Klotho conduzem a hipervitaminose D. Os niveisceérida proteina Klotho ndo foram
dosados, o que poderia ser um dado importante dexcaa uma analise de sequenciamento
do geneKl nestes individuos, revelando se deficiéncias mesisnda proteina Klotho estéo

envolvidas na manutencdo dos niveis de VitD forsa\diores considerados deficientes, em
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associagao a interferéncia da dieta. A interfeeédai estacdo do ano, todavia, ndo seria um
fator de grande impacto nesta amostra, visto queobtas de sangue dos individuos se
estenderam por todo o ano de 2011, perfazendo ésdestacoes.

A Figura 22 sintetiza as interacdes propostas a partir dadtae®s obtidos neste
estudo, no que diz respeito a relagdo entre SNRgeneKlotho, bem como os niveis de
potéssio, célcio, fosforo, vitamina D e paratornsdncom as alteracbes inerentes a
Hemoglobinopatia SC.

Os haploétipos dos genes da glolfin@do apresentaram associacdo com SNPs no gene
KI nem com os niveis de potéssio, calcio, fosforth)\& PTH. Nao ha trabalhos na literatura
que tenham explorado a existéncia de tais ass@safis haplotipos dos genes da glofina
sdo moduladores da DF, visto que os niveis de Hbiem conforme o haplétipo apresentado
pelo individuo, como observado nas concentrac@sehs de HbF para os haplotipos SEN e
CAM, os quais apresentam gravidade clinica menar.sBa vez, a gravidade maior ocorre
nos individuos com haplétipo CAR, seguido do BENe gpossuem quadro clinico
intermediario (GONCALVESet al, 2003; STEINBERG, 2005; SANKARAN, 2013). Neste
estudo, os haplétipos identificados foram em su#naao BEN/I e BEN/II, seguido do
CAR/I e CARIIIl, sendo descrito apenas quatro irdlies com o haplotipo CAR/IIl. O
nimero maior de individuos com haplétipo BEN daiiap® ja foi previamente identificado
na populacdo nordestina (ADORNE®&, al, 2008). No nosso estudo, a falta de associagéo
destes haplétipos com SNPs no gihe com os niveis de potassio, célcio, fosforo, \&tD
PTH sugere que as alteracbes promovidas por est@setros nao tém relacdo com o efeito
modulador da HbF nos individuos estudados. Entrejuzdro individuos com haplétipo
CARI/IIl, foram observadas alterac6es caracteristida gravidade no que diz respeito a
hemolise, o envolvimento vascular, e dano a érgémsacordo com o observado na literatura
para os haplétipos CAR. Com relacdo aos niveis@®rmnenores de creatinina e globulina
nos individuos com haplétipos CAR, quando comparagigueles com haplétipos BEN,
evidencia-se mais uma vez a gravidade maior nogithws com haplotipos CAR, nos quais
pode estar ocorrendo hiperfiltracdo renal, com egusnte perda de creatinina e globulina,

reduzindo os niveis séricos destes componentesraalsstes individuos.
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8 CONCLUSOES

. De acordo com os dados obtidos no presente esiUsNP rs1207568 no geké atua
como um fator protetor contra infec¢des nos indisgl HbSC, a partir da manutencdo dos
niveis de VitD em valores ndo deficientes. Pormidado, o SNP rs648202 esta relacionado
ao uso de medicamentos para o controle da doeagatendo a gravidade maior nos
individuos que apresentam este SNP.

. SNPs no gen&l podem promover um risco aumentado de dano vasdalalp em
vista a sua associacdo com niveis elevados derdosendo um fator agravante para a DF.
Embora a literatura relate seu envolvimento comavoglio vascular, nem todos os SNPs no
geneKl se mostram como uma ferramenta precisa para egd@ldo risco nos individuos
com HbSC, onde a dosagem da proteina Klotho tanayg ferramenta possivelmente mais
exata neste propésito, sendo este um objeto istTEsde investigacao.

. O potassio tem correlacdo positiva com compondraeseostaticos e inflamatérios na
HbSC, atuando como um fator estimulante para gwipdades adesivas de componentes do
sangue ao endotélio. Sua correlacdo positiva coolesterol total e com o Col-LDL sugere a
participacéo do potassio na promoc¢ao de eventossateréticos nestes individuos.

. O fésforo também teve associacdo com a anemia ftera@ dano a 6rgédos, além da
sua relacdo com o perfil inflamatério e o deselqudihomeostatico crénico destes pacientes,
sendo um importante fator a ser considerado notoraniento destes individuos.

. O célcio, embora seja um fator importante em psmeflamatorios, ndo contribuiu
para uma gravidade maior nos individuos investigamopresente estudo.

. A VitD e o PTH também podem ser dosados nos indosdcom HbSC para o
monitoramento do estado pro-tromboético e pro-infiirio destes pacientes, predizendo o
risco de vasculopatia. Estes fatores podem sevamties também na avaliacdo do estado
hemolitico e no risco de danos a 6rgaos nos indogdHbSC.

. Os SNPs no gentel, bem como o potassio, calcio, fosforo, VitD e Patdam de forma
independente dos haplotipos dos genes da glgbs@bre o quadro clinico dos individuos
com HbSC.
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APENDICES

I Termo de consentimento livre e esclarecido (TCL&npnenores de 18 anos.
I Termo de consentimento livre e esclarecido (TCL&apnaiores de 18 anos.

1] Questionario aplicado aos pacientes durante avistagrecedente a coleta.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA MENORES DE 18 ANOS

Vocé estd sendo convidado a consentr com a pmEté& do
menor , no estudo
chamado: Modulacdo Genética da Anemia Falciformé, uma vez que oficialmente € o seu
representante legal

A participacdo do menor € totalmente voluntaria sua permissdo pode ser retirada a
qualquer momento, nao resultando em punicdes.

A anemia falciforme € uma doenca genética muitowsoma populacdo de Salvador, sendo
gue o individuo doente apresenta crise de dorroatde da oclusédo das veias com as células
em formato de foice, podendo também possuir infea@utros tipos de doencas, como
alteragc&o nos olhos, rins, coragéo, pulméo e agrebr

O objetivo deste trabalho é investigar as célulamsguineas e o seu conteudo genético no
sangue de individuos com a anemia falciforme, visdo a identificagcdo de marcadores ou
substancias que possam ser utilizados como progniéstdos sintomas clinicos da doenca
e posteriormente servir no futuro para estudos deavas terapias ou tratamentosTendo
em vista 0s motivos apresentados, convidamos o Mma&cima citado a participar desta
pesquisa.

Os registros da participacdo do menor no estudm seantidos confidencialmente, sendo do
conhecimento apenas da equipe participante dotprejelo médico que o acompanha. As

amostras coletadas serdo identificadas por codigo) como os dados individuais dos

exames e testes e de prontuario, que serdo do cor@mo somente dos pesquisadores
envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua idefdidara mantida em segredo e nenhum
outro grupo tera acesso as informacdes coletadidgscamo seguradoras, empregadores ou
superiores, de acordo com a resolucéo Res. CN2@M)/item V.1.e.

A permissao para que o menor participe deste estyalacara na retirada de 5 ml de sangue,
para que possamos realizar o estudo das célulsasndoie e do DNA. Também queremos que
vocé concorde que as amostras colhidas sejam anade® e possam ser utilizadas em
estudos futuros, desde que estes estudos adicerjaim analisados por um Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos e sigam 0s aspedctss ddterminados nas resolucdes
196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude, d&oontribuirem para conhecimentos
novos relacionados a doenca.

Comunicamos que o0 sangue sera colhido do braco derdpoacarretar em riscos e
desconfortos, como formacdo de hematomas, sangimaneedor. Entretanto, a coleta de
sangue serda realizada por pessoal habilitado eiebpado, visando diminuir estes riscos.
Nas amostras coletadas serdo realizados estudosétidas do sangue e do DNA. A
realizacdo de coletas adicionais dependera do médastara relacionada, simplesmente, ao
acompanhamento clinico e avaliacdo peridédica daomen
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A participacdo do menor no estudo nao trara beosefianas possibilitard a busca de
informacgbes referentes a anemia falciforme, obtedddos que poderdo ser utilizados
futuramente no acompanhamento dos pacientes eptenitacéo de politicas de saude.

Assinatura do responsavel
Data I/

Nome do responsavel (letra de forma)

Endereco

Assinatura Testemunha 1
RG

Assinatura Testemunha 2
RG

Por favor, entre em contato com uma das pessoasoat@so VOCE necessite de maiores
esclarecimentos:

* Ana Paula Almeida de Souza — Pesquisadora reépgehgelo projeto.
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. neF@'1) 3176-2265.

* Cynara Gomes Barbosa — Pesquisadora responsglegbimjeto.
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. neF@’'1) 3176-2265.

* Dra. Marilda de Souza Goncalves - Coordenadorardgeto - Laboratorio de Patologia e
Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Goncaloile FIOCRUZ. Fone (71) 3176-
2226.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PARA MAIORES DE 18 ANOS

Vocé estd sendo convidado a participar do estudonato: Modulacdo Genética da
Anemia Falciforme”.

A sua participacdo é totalmente voluntéria e aprissado pode ser retirada a qualquer
momento, ndo resultando em puni¢des.

A anemia falciforme € uma doenca genética muitowsoma populacdo de Salvador, sendo
gue o individuo doente apresenta crise de dorroatde da oclusédo das veias com as células
em formato de foice, podendo também possuir infea@utros tipos de doencas, como
alterac&o nos olhos, rins, coragéo, pulméo e agrebr

O objetivo deste trabalho é investigar as célulamsguineas e o seu conteudo genético no
sangue de individuos com a anemia falciforme, visdo a identificacdo de marcadores ou
substancias que possam ser utilizados como progniéstdos sintomas clinicos da doenca
e posteriormente servir no futuro para estudos de ovas terapias e tratamentosTendo
em vista 0s motivos apresentados, nds o convidarpasticipar desta pesquisa.

Os registros da sua participacdo no estudo seradidos confidencialmente, sendo do
conhecimento apenas da equipe participante dotprejelo médico que o acompanha. As
amostras coletadas serdo identificadas por codign) como os dados individuais dos
exames e testes e de prontuario, que serdo do cor@mto somente dos pesquisadores
envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua idefdidara mantida em segredo e nenhum
outro grupo tera acesso as informacgdes coletadi@scamo seguradoras, empregadores ou
superiores, de acordo com a resolucéo Res. CN2@M/item V.1.e.

A permissao para a sua participacdo neste estygicara na retirada de 5 ml de sangue, para
gue possamos realizar o estudo das células doesand DNA. Também gqueremos que vocé
concorde que as amostras colhidas sejam armazeaggassam ser utilizadas em estudos
futuros, desde que estes estudos adicionais sejalisaios por um Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos e sigam os aspectasdeieominados nas resolucdes 196/96 e
347/05 do Conselho Nacional de Saude, além deilboitem para conhecimentos novos
relacionados a doenca.

Comunicamos que o0 sangue sera colhido do braco dergpoacarretar em riscos e
desconfortos, como formagdo de hematomas, sangi@aneedor. Entretanto, a coleta de
sangue serda realizada por pessoal habilitado eiebpado, visando diminuir estes riscos.
Nas amostras coletadas serdo realizados estudosétidas do sangue e do DNA. A
realizacdo de coletas adicionais dependera do médeastara relacionada, simplesmente, ao
seu acompanhamento clinico e avaliagéo periddica.

A sua participagdo no estudo ndo trard benefiomas, possibilitard a busca de informacdes
referentes a anemia falciforme, obtendo dados querfo ser utilizados futuramente no
acompanhamento dos pacientes e na implantacaditiegsode saude.
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Assinatura do voluntario
Data [/

Nome do voluntariol (letra de forma)

Endereco

Assinatura Testemunha 1
RG

Por favor, entre em contato com uma das pessoasoat@so VOCé necessite de maiores
esclarecimentos:

* Ana Paula Almeida de Souza — Pesquisadora reapehgelo projeto.
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. neF@’'1) 3176-2265.

* Cynara Gomes Barbosa — Pesquisador responsdegbimgeto.
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. neF@’'1) 3176-2265.

* Dra. Marilda de Souza Goncalves - Coordenadorardgeto - Laboratorio de Patologia e
Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Goncaloile FIOCRUZ. Fone (71) 3176-
2226.
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QUESTIONARIO APLICADO AOS PACIENTES PORTADORES DE
HEMOGLOBINOPATIA SC OU RESPONSAVEL

Nome: onelef
Endereco:

Idade:

Data de nascimento: Profissao:

01. Data do primeiro diagndéstico de Hemoglobin@ S

02. Ja esteve internado? ( )SIM () NAO
Em caso de SIM, quantas vezes ?

03. Jateve pneumonia? (  )SIM () NAO
Em caso de SIM, quantas vezes ?

04. Ja teve crise de sequestro esplénico? ) SIM (  )NAO
Em caso de SIM, quantas vezes ?

05. Jateve AVC? () SIM () NAO

Em caso de SIM, quantas vezes ?

06. Esplenectomizado? () SIM 0 NAO

07.Vocé temasma? () SIM 0 NAO

Em caso de SIM, quantas crise nos ultimos 06 nieses

08. Tem crise de dor? () SIM () NAO

Em caso de SIM, quantas vezes ? Qteinaldltima

09.Faz uso de alguma medicacdo? ( )SIM( ) NAO
Em caso de SIM, qual / frequéncia?

10. Fez uso de profilaxia antibiética? ( SIM (  )NAO
11. Completou o calendario vacinal? ( ) SIM (  )NAO

12. Faz uso de terapia transfusional? ( )SIM () NAO
Em caso de SIM, quantas vezes ao ano?

13. Possui outra patologia? (  )SIM (  )NAO
Em caso de SIM, qual?

14. Tem outros familiares com Hemoglobinopatia SC?
( )SIM ( )NAO Quem?

15. Voceé trabalha? (  )SIM (  )NAO
Em caso de SIM, Trabalha com algum tipo de subst@anémica? Qual? -
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16. Vocé manipula diretamente esta substancia?
( )SIM ( )NAO
Com que frequéncia?

17. Faz uso de bebida alcéolica? ( ) SIM (  )NAO
Em caso de SIM, frequéncia ?

18. Vocé fuma? ( )SIM () NAO
Em caso de SIM, frequéncia?

19. Faz uso de outro tipo de droga? ( ) SIM (  )NAO
Em caso de SIM, frequéncia ?

20. Data da proxima consulta no HEMOBA?

21 Dados do prontudrio:
Hb =
Ht =
Leuco =
Plaq =
Ferritina =
Reticuldcitos =
LDH =
Eletroforese Hb =



