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RESUMO

INTRODUGCAO: A anemia falciforme, é uma doenca com grande variedade fenotipica,
causada por uma mutac¢do pontual no gene da cadeia da B-globina. Os polimorfismos
associados a sintese de hemoglobina fetal (HbF), tém sido associados a modulag¢do dos
niveis de HbF (a2y2), cuja variacdo desta pode minimizar ou acentuar a gravidade da
anemia falciforme. A co-heranca com a alfa-talassemia também é outro fator que pode
modular o fendtipo da doenca. OBJETIVO: Avaliar a associacdo de polimorfismos
previamente descritos nos loci BCL11A (rs4671393, rs11886868 e rs766432) com a
expressdo da hemoglobina fetal e determinar a frequéncia da co-heranga com a alfa-
talassemia e dos haplotipos da globina beta S, nos individuos com AF em
acompanhamento na Universidade Federal do Triangulo Mineiro e Hemocentro Regional
de Uberaba/Fundagdo Hemominas. METODOLOGIA: Os dados laboratoriais e clinicos
foram retirados dos prontuarios, a determinagdo da hemoglobina fetal foi realizada pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A presenca da co-heranca da
alfa-talassemia com a AF foi investigada pela técnica de Gap-PCR multiplex. Os
hapl6tipos da globina beta S e a presenca dos polimorfismos de Gnico nucleotideo (SNPs)
em BCL11A (rs4671393; rs766432 e rs1186868) foram analisados pela técnica de PCR-
RFLP. RESULTADOS: A maioria dos pacientes possuem o haplétipo CAR, e 0s que
possuem esse haplotipo em heterozigose fazem mais uso da terapia com Hidroxiuréia. O
alelo A do SNP rs4671393 foi associado ao aumento relativo de HbF (p=0,0019). Em
relagdo a co-heranga com a-talassemia, dos 62 pacientes genotipados, 14 (22,6%)
apresentaram co-heranga, um homozigoto (-a®'/-a®") e os demais heterozigotos para as
delecdes (12 foram —a®/aa e um —a*%/aa), sem associacdo significativa com os
parametros clinico-laboratoriais avaliados. CONCLUSAQ: Os parametros avaliados e
descritos podem contribuir para um melhor acompanhamento clinico da Anemia
Falciforme. A associacdo do rs4617393 com 0 aumento da HbF encontrada nesse estudo,
confirma a importancia da andlise genémica na elucidagdo das variagdes fenotipicas,
sugerindo que a presenca do alelo A nesse SNP, possa conferir melhor prognostico aos

portadores de anemia falciforme devido ao aumento da HbF.

Palavras-chaves: anemia falciforme; alfa-talassemia; hemoglobina fetal; polimorfismos
VI
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Sickle cell anemia (SCA) is a disease with a large phenotypic
variety, caused by a point mutation in the B-globin chain gene. The polymorphisms
associated with fetal hemoglobin synthesis (HbF) have been associated with modulation
of HbF (0272) levels, whose variation of this can minimize or accentuate the severity of
sickle cell anemia. Co-inheritance with alpha-thalassemia is also another factor that can
modulate the disease phenotype. OBJECTIVE: To evaluate the association of previously
described polymorphisms in BCL11A loci (rs4671393, rs11886868 and rs766432) with
fetal hemoglobin expression and to determine the frequency of co-inheritance with alpha-
thalassemia and globine beta S haplotypes in individuals with AF in follow-up at the
Service of Hematology of Federal University of Triangulo Mineiro and
cromatografiaUberaba Regional Blood Center. METHODOLOGY: Laboratory and
clinical data were taken from the medical records. The determination of fetal hemoglobin
was performed using efficiency liquid chromatography (HPLC). The presence of co-
inheritance of alpha-thalassemia with SCA was investigated by the multiplex Gap-PCR
technique. The globin beta S haplotypes and the presence of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in BCL11A trait (rs4671393; rs766432 and rs1186868) were
analyzed by the PCR-RFLP technique. RESULTS: Most patients have the CAR
haplotype, and those with this haplotype in heterozygosity make more use of the therapy
with Hydroxyurea. Allele A of the SNP rs4671393 was associated with the relative
increase of HbF (p = 0.0019). With respect to co-inheritance with a-thalassemia, of the
62 genotyped patients, 14 (22.6%) presented co-inheritance, one homozygote (-03.7 / -
a3.7) and the other heterozygotes for the deletions (12 were -a3.7 / aa and one -a4.2 /
aa), without significant association with the clinical-laboratory parameters evaluated.
CONCLUSION: The parameters evaluated and described may contribute to a better
clinical follow - up of Sickle Cell Anemia. The association of rs4617393 with the increase
in HbF found in this study confirms the importance of genomic analysis in the elucidation
of phenotypic variations, suggesting that the presence of the A allele in this SNP may

give a better prognosis to patients with sickle cell anemia due to increased HbF.

Keywords: sickle cell anemia; alpha-thalassemia; fetal hemoglobin; polymorphisms
VII
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1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca causada por uma mutacdo pontual
no gene da cadeia p-globina (B°), localizado no cromossomo 11, que leva a substituicdo
da adenina (A) para timina (T) no cédon 6 (GAG — GTQG), resultando na troca do
aminoéacido acido glutdmico para valina (STEINBERG, 1996).

O quadro clinico e hematoldgico pode variar de uma doenca grave até formas
assintomaticas. Suas caracteristicas hematologicas, bem como a gravidade clinica, sdo
afetadas por variagdes nos niveis de hemoglobina fetal, presenga simultinea de a-
talassemia, deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, haplotipos
relacionados ao aglomerado génico da B-globina e disfuncdo endotelial (MORENO et al,
2002; GONCALVES et al, 2003; RUSANOVA et al,
2010).

O conjunto de regides polimorficas de um cromossomo sdo denominados
hapl6tipos, marcadores teis para estudos antropoldgicos e defini¢do do fluxo do alelo B°
em populagdes humanas. Os haplétipos da globina p° tém origens étnicas e geograficas
diferentes: a RepUblica Centro-Africana (CAR), ou tipo Bantu, na Africa Central e do
Sul; o tipo Benin (BEN), originado no Centro-Oeste Africano; o tipo Senegal (SEN),
caracteristico da Africa Atlantica; o tipo Camardes (CAM), encontrado dentro das
fronteiras geograficas daquele pais e em uma pequena parte da costa oeste da Africa; e 0s
arabes-indianos ou asiaticos, presentes na Peninsula Arébica e na india (ANTONARAKIS
et al, 1985).

Esses diferentes haplotipos estdo relacionados a niveis variaveis de
hemoglobina fetal (HbF) e, consequentemente, também a caracteristicas clinicas
variadas: o SEN e os Arabes-Indianos geralmente estdo associados a niveis elevados de
HbF (> 15%) e um curso clinico moderado da doenca; BEN e CAM, estdo associados a
niveis medianos de HbF (5% a 15%) e quadro clinico intermediario; o Bantu ou CAR
mostra niveis diminuidos de HbF (<5%) e sinais clinicos mais graves (EMBURY et al,
1994; HIROKAWA et al, 1995).

Além dos haploétipos, a co-heranca com a o-talassemia também pode modular o
fendtipo da AF. Alguns estudos, demonstraram que portadores da AF e da delecdo dos
genes o possuem sobrevida maior que os individuos com genes o normais, indicando que

esta associagdo favorece uma clinica mais suave da doenca (NAGEL e STEINBERG,
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2001).

Nas Gltimas duas décadas, tém sido descritos a importancia de polimorfismos
associados a modulagdo dos niveis de HbF (o2y2), cuja variagdo pode minimizar ou
acentuar a gravidade da doenca. Estudos de associacdo gendmica, identificaram trés
importantes loci de caracteristicas quantitativas (QTL) associados aos niveis de HbF: o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs), Xmn1-HBG2 no cromossomo 11p15; regido
intergénica do HMIP (HBS1-MYB) no cromossomo 6q23; e o locus BCL11A no
cromossomo 2p16 (SANKARAN eWEISS, 2015). Esses trés QTL sdo responsaveis por
aproximadamente 20% a 50% da variacdo nos niveis de HbF na doenca falciforme (DF),
beta-talassemia e adultos saudaveis (LETTRE et al, 2008).

Diante dessas premissas e poucos relatos nessa area, acreditamos que este estudo
seja de relevancia para um melhor entendimento dos fatores genéticos que podem
modular o fenoétipo da AF, haja visto que a identificacdo precoce de determinantes de
gravidade do quadro clinico, como polimorfismos associados a variacdo da HbF,
hapl6tipos da globina B° e co-heranca com a alfa-talassemia, poderéo contribuir para uma
melhor compreensao da fisiopatogenia da AF com possiveis implicacbes progndsticas e

abordagens terapéuticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  ESTRUTURA E SINTESE DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma molécula de estrutura quaternaria composta por quatro
cadeias polipeptidicas globinicas e quatro grupamentos heme. O grupamento prostético
heme, é constituido por um anel tetrapirrélico protoporfirina IX com um atomo de ferro
incorporado ao centro (Figura 1). Na hemoglobina A, o grupo heme se associa a uma
cadeia polipeptidica alfa, contendo 141 residuos de aminoacidos e uma cadeia beta que
possui 146 aminoacidos (BUNN; FORGET, 1986; MARENGO-ROWE, 2006).

Subunidades alfa

Subunidades beta Heme

Figura 1- Molécula da hemoglobina Fonte: Adaptado de BEIGUELMAN, 2006

As hemoglobinas humanas sdo formadas por cadeias globinicas: a (alfa),
(beta), y (gama), & (delta), € (épsilon) e & (zeta), em diferentes estdgios do
desenvolvimento, sendo as cadeias a ¢ & codificadas por genes localizados no
cromossomo 16 e as demais, codificadas por genes no cromossomo 11 (Figura 2).

No periodo fetal, a partir da quinta semana de gestacdo, ocorre a sintese de
hemoglobina fetal (Hb F), formada por cadeias a2 e y2 e transferéncia do sitio de
eritropoiese para o figado e bago. Nesse periodo, ha o nitido predominio de HbF e
pequena quantidade de Hb A;. Na fase adulta, esta hemoglobina corresponde a uma
proporcao de 97%, seguida de 2% de Az e 1% de HbF (STAMATOYANNOPOULQOS
et al. 1987; SCHECHTER, 2008).
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A expressdo do gene beta-globina, localizado no braco curto do
cromossomo 11 (11p15.5), é regulada pela sua proximidade a um grupo que contém
pelo menos cinco segmentos de DNA denominados Locus Control Region (LCR)
(SCHECHTER, 2008).

Cromossomo 11

B-LCR

R

Sitio da [ ‘ Figado Medula 6ssea
eritropoese - ===

Saco vitelinico

50
40
Porcentagem
de sintese total 30
de globina

6 12 18 26 30 36 6 12 18 24 30 36 42 48
Semanas pos-concepgdo Semanas pos-natal

Nascimento

Figura 2 — Organizacéo dos genes da globina B, nos cromossomos 11 e switching de globinas ao longo do
desenvolvimento ontogenético humano. Adaptado de WEATHERALL 2001.

2.2  ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF), caracterizada pela homozigose da hemoglobina S
(02B%2) que resulta de uma mutagdo pontual no gene da cadeia globinica B, localizado no
cromossomo 11, que leva a substituicdo da base nitrogenada adenina (A) pela timina (T)
no codon 6 (GAG — GTG), acarretando na mudanca do aminoacido valina por acido
glutdmico na sexta posicéo da globina B (3%) (NAGEL e STEINBERG, 2001).

O 4cido glutdmico é um aminoacido que tem sua cadeia lateral carregada
negativamente, enquanto, a valina é considerada um amino&cido neutro. Essa troca
modifica suas propriedades fisico-quimicas, levando a todas as alteragdes presentes na
doenga (NAOUM, 2000).



18

Essa mutacdo provoca alteracdes na solubilidade e estabilidade da hemoglobina,
levando a polimerizagdo e distor¢cdo da membrana eritrocitéria, que adquire o aspecto de
foice, em situacdes de hipdxia. Essas células sdo destruidas prematuramente, levando a
um aumento de bilirrubina indireta, desidrogenase lactica (DHL), reticuldcitos, o que
caracteriza um processo hemolitico crénico (ANGULO, 2003; BALLAS e
MARCOLINA, 2006;).

As hemdcias falcizadas podem se agregar no interior dos vasos capilares e
ocasionar obstrucdo do fluxo, caracterizando a vaso-oclusédo e consequentemente, induzir
a crises dolorosas agudas, priapismo, embolia pulmonar, acidente vascular cerebral
(AVC), sindrome torécica aguda e manifestaces crbnicas, como osteonecrose, Ulceras
maleolares, déficit do crescimento somatico-sexual e comprometimento de varios 6rgaos
e tecidos (ASHLEY-KOCH et al., 2000).

2.2.1 Fisiopatogenia da Anemia Falciforme

O dano isquémico causado por obstru¢do mecéanica devido a presenca de hemacias
rigidas e distorcidas, tem sido considerado, o principal componente responsavel pela
hemolise e pelas lesdes agudas e cronicas observadas na doenca. No entanto, pacientes
com AF apesar de compartilharem a mesma alteracdo genética, podem apresentar
heterogeneidade de manifestacdes clinicas e prognosticas (ROSSE et al., 2000; STUART
e NAGEL, 2004; POWARS, 2005).

A vaso-oclusao e a isquemia tecidual envolvem ndo somente a polimerizagédo da
Hb S, mas também interacGes entre os eritrocitos, endotélio, plaquetas, leucocitos e
fatores plasmaticos. A polimerizagdo da Hb S é o fator mais importante no ciclo da
falcizagdo, no entanto um aumento nos niveis de Hb Fetal (HbF), influenciado pelos
haplétipos da globina BSe pelos polimorfismos associados a variagdo dessa hemoglobina,
podem minimizar esse evento (VICHINSKI, 2002),
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23  HAPLOTIPOS DO GENE %

Os haplotipos sdo definidos como padr@es de varios polimorfismos no DNA ao
longo de uma regido de um cromossomo, sao utilizados para inumeras finalidades, por
exemplo, como marcadores para migracao de populagcdes em estudos antropoldgicos e
para detectar “distancias” genéticas entre os principais grupos étnicos em estudos sobre a
origem das racas humanas (NAGEL e RANNEY, 1990).

Os hapldtipos BS representam diferentes origens étnicas e geograficas: o haplotipo
Benin (BEN), originado na costa oeste Africana, alcanca o norte da Africa (Argélia e
Tunisia), oeste da Arabia e sul da Europa (Portugal, Sicilia e Grécia). O haplotipo Bantu
foi originalmente identificado na Republica da Africa Central (por essa razdo, é algumas
vezes conhecido como haplétipo CAR) e apds, em varias populacdes de dialeto Bantu,
em regides geograficas separadas do sul da Africa. O hapl6tipo Senegal (SEN) originado
no oeste da Africa Atlantica, o0 Camardes (CAM) ao longo da costa oeste da Africa e o
hapldtipo Arabe-indiano (ARAB) ocorre no subcontinente Indiano e a leste da peninsula
Arabe, sendo também chamado hapl6tipo Indo-Arabe (ZAGO et al., 1999; INATI et al.,
2003).

O Brasil possui uma populacdo com origem étnica heterogénea, resultado do
influxo de muitos grupos imigrantes diferentes e do comércio escravo dos séculos
XVIII e XIX (FIGUEIREDO et al, 1996). As diferencas regionais foram marcantes em
relacdo a quantidade e a origem dos escravos que foram recebidos por cada regido do pais
(CURTIN, 1969; ESTIMATES DATABASE, 2010) (Figura 3). Segundo, Zago (1999),
esses dados sdo concordantes com o perfil da frequéncia dos haplotipos B°, sendo a grande
maioria composta pelos haplétipos CAR e Ben, e uma minoria pelos haplétipos Senegal,

Camardes e Arabe-Indiano, conforme ilustrado na tabela 1.
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Figura 3 — Rota do tréfico de escravos da Africa para o Brasil. Fonte: http www.sohistoria.com.br, acesso
em 28/01/2019.

No Estado de Minas Gerais, um estudo de Belisério e colaboradores em 2010,
realizado em um centro de referéncia na capital Belo Horizonte, revelou o predominio do
genotipo CAR/CAR (39,43%), seguidos por CAR/BEM com 33,17%, BEN/BEN com
23,56% e CAR/ATP com a frequéncia de 0,96%. Em 2015, Leal e colaboradores,
determinaram a frequéncia desses no interior do Estado, encontrando 64,8% para CAR,
22,1% para BEN, 12, 3% atipicos e 0,8% CAM. Além desses, varios outros estudos foram
realizados no Brasil para determinar a frequéncia variacdo, alguns deles resumidos na
Tabela 1.

A concentracdo de HbF estd aumentada nos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano
e decresce nos haplotipos Bantu e Benin, provavelmente devido a uma taxa de tranducéo
no sentido 5’—3’ e a substituicdo da HbF por HbS mais lenta nos primeiros do que nos
dois altimos hapl6tipos (ZAGO, 1993).

E importante destacar que as referéncias que se fazem relacionando a gravidade
clinica com os haplotipos da HbS devem ser interpretadas com ressalvas, pois pelo menos
dois fatores hereditarios apresentam-se como interferentes: aumento da concentracéo de
HDbF e a interagdo com talassemia alfa (NAOUM, 2000).
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A severidade das manifestacdes clinicas e hematologicas na AF, € muito variavel,
podendo ir de uma doenca grave a uma condi¢do quase assintomatica detectada apenas
acidentalmente. Suas caracteristicas hematoldgicas, bem como gravidade clinica, séo
influenciadas por varia¢fes nos niveis de hemoglobina fetal, presenca simultanea de a-
talassemia, deficiéncia na glicose-6-fosfato desidrogenase e os haplétipos ligados ao
grupamento do gene da 3-globina (MORENO et al., 2002).

Sintomas clinicos mais leves t€ém sido descritos em pacientes que apresentam o-
talassemia e altos niveis de hemoglobina fetal (HbF), ligados a presenca de haplotipos
especificos (GONCALVES et al., 2003).

A morbidade na AF surge de eventos vaso-oclusivos ou danos teciduais
resultantes da obstrucdo do fluxo sanguineo. A oclusdo, principalmente em pequenos
vasos, determina a grande maioria dos sinais e sintomas presentes no quadro clinico dos
pacientes com DF, tais como: crises algicas, crises hemoliticas, Ulceras de membros
inferiores, sindrome toracica aguda, sequestro esplénico, priapismo, necrose asseptica de
fémur, retinopatia, insuficiéncia renal cronica, auto-esplenectomia, AVC, entre outros
(ASHLEY-KOCH et al., 2000).

As manifestacOes clinicas em pacientes arabes sdo geralmente mais leves que as
manifestacdes clinicas em africanos, em parte devido a frequente co-heranca de elevados
niveis de Hb F, que inibe a polimerizacdo da Hb S (INATi et al., 2003).



Tabela 1 — Frequéncia dos haplétipos da globina B° no Brasil.
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Autor Local N ° de Haplétipos da globina BS (%)

(Ano da Publicacéo) Pacientes "cAR BEN CAM SEN ARAB ATP
Zago etal Séao Paulo (SP) 37 66,2 23,0 - 1,3 - 9,5
(1992)

Costa et al Séo Paulo (SP) 37 61,0 38,0 - - - 1,0
(1994) Salvador (BA) 36 490 51,0 - - -
Gongalves et al Séao Paulo (SP) 74 62,2 230 - 1,3 - 4,0
(1994)

Figuereido et al Ribeirdo Preto 67 731 254 - 15 - -
(1996) (SP)

Gongalves et al Campinas (SP) 142 64,8 352 - - - -
(1996)

Wagner et al Porto Alegre 27 796 184 - 2,0 - -
(1996) (RS)

Pante-de-Souza et al Belém (PA) 30 67,0 30,0 - 3,0 - -
(1998)

Pante-de-Souza et al Regido 10 60,0 10,0 - 30,0 -
(1999) Amazénica

Gongalves et al Salvador (BA) 78 48,1 456 - 3,0 -
(2003)

Adorno et al Salvador (BA) 78 43,7 475 Outros haplétipos = 8,8%
(2004)

Galiza Neto et al Fortaleza (CE) 22 31,8 432 - 2,3 - -
(2005)

Cardoso e Guerreiro Belém (PA) 130 66,0 21,8 1,3 10,9 - -
(2006)

Fleury Rio de Janeiro 74 540 446 - 1,4 - -
(2007) (RJ)

Bezerra et al Recife (PE) 127 81,1 142 - - - 22,7
(2007)

Adorno et al Salvador (BA) 125 416 55,2 1,2 0,4 0,4 1,2
(2008)

Silva et al Fortaleza (CE) 34 66,2 22,0 - - - 11,8
(2009)

Silva et al Reconcavo 17 325 529 2,9 - - 11,8
(2010) Baiano (BA)

Cabral Natal e Mossord 53 755 11,3 6,6 - - 6,6
(2010) (RN)

Okimura Rio de Janeiro 295 729 203 057 0,19 0,28 5,7
(2013) (RJ)

Camilo-Aradjo Séo Paulo (SP) 117 57,3 33,3 0,0 0,43 0,85 8,1
(2014)

Watanabe Parana 100 76 17,5 0,5 0,5 - 5,5

(2017)
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2.4 CO-HERANCA COM A ALFA-TALASSEMIA

A denominacéo talassemia abrange um grupo heterogéneo de disturbios genéticos
da sintese de hemoglobina, caracterizado por reducdo na producdo de uma ou mais
cadeias polipeptidicas de globina, que resulta no desenvolvimento de uma anemia
microcitica e hipocromica (WEATHERAL Le CLEGG, 1981; TOME-ALVES et al,
2000).

Individuos normais possuem quatro genes responsaveis pela producéo de globinas
alfa. As formas de talassemia alfa séo resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro
genes alfa. Seus portadores séo caracterizados segundo o nimero de genes afetados em:
portador silencioso (um gene alfa afetado); talassemia alfa heterozigota (dois genes alfa
afetados); Doenca de hemoglobina H (trés genes alfa afetados) e Sindrome de Hidropsia
Fetal por Hb Bart's (quatros genes alfa afetados) (NAOUM; BONINI-RODRIGUES,
1998).

Na anemia falciforme (HbSS), a presenca de talassemia alfa associada, niveis
variaveis de hemoglobina fetal, assim como a heranca de diferentes haplétipos do gene
da globina beta S, tém sido considerados como fatores determinantes da gravidade clinica
da doencga. Acredita-se, que em pacientes com a co-heranca (HbSS/alfa talassemia),
ocorra a inibicdo da polimerizacdo intracelular da hemoglobina S, diminuicdo da
intensidade de hemdlise e por consequéncia, melhora do quadro clinico (TOME-ALVES
et al, 2000). Porém, em relacdo a algumas manifestacbes clinicas, essa co-heranca
aumenta o risco de algumas manifestacbes como osteonecrose, esplenomegalia e crises
de dor (BALLAS, 2001).

Segundo Belisario e Viana (2010), a prevaléncia da a-talassemia em individuos
com AF é comum no Brasil. Manifestagdes graves, como a doenca cerebrovascular,
ocorre de forma menos frequente nos pacientes com essa co-heranca, o que torna
desejavel a genotipagem para a a-talassemia em todos os pacientes com AF.

Adicionalmente, as caracteristicas laboratoriais de individuos com AF sdo
modificadas pela coexisténcia de a-Tal. Apesar de algumas divergéncias, a maioria dos
estudos mostram aumento do numero de hem@cias, dos niveis de Hb total e hematdcrito
e a diminuicdo dos niveis de VCM, hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentra¢do de hemoglobina corpuscular média (CHCM), reticuldcitos, contagem de
leucocitos e do nivel de hemdlise. No entanto, a coexisténcia da co-heranga parece ndo
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interferir nos niveis de HbF e plaguetas e o real efeito sobre os niveis de bilirrubina e de
HbA2 (BELISARIO e VIANA, 2010),

25 HEMOGLOBINA FETAL

A HbF tem sido o modulador genético mais estudado na AF e é considerada o mais
potente modificador da doenga, inibindo a polimerizagdo da HbS quando em estado
desoxigenado (STEINBERG, 2005).

A maioria dos individuos saudaveis produz <0,6% de HbF, embora uma pequena
proporcao de pessoas produza até 5% (HIGGS; WOOD, 2008).

Na AF, hd uma mudanca tardia daexpressdodo gene da gama-globina
(HBG) para o gene da beta-globina (HBB) e a substituicdo de HbF por HbS, por isso, 0s
niveis de HbF permanecem acima do normal na maioria dos pacientes, cuja concentracdo
varia de 0,5% a 30%, com uma média de 8% e est4 relacionada com a variabilidade clinica
e hematologica. Niveis mais elevados associam com reducao dos eventos vaso- oclusivos,
de sequestro esplénico, mortalidade precoce, reducdo do nimero de transfusbes e
hospitalizacbes (NAGEL e STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2005; MOUSINHO-
RIBEIRO et al, 2008).

A identificacdo dos mecanismos de modulacdo da HbF, como os polimorfismos,
é importante pois, envolve ndo somente a identificacdo das variantes causais e dos genes
cuja expressdo é alterada, mas também das consequéncias funcionais subsequentes
(THEIN; MENZEL, 2009).

Segundo 0s mesmos autores, ha dois mecanismos que parecem influenciar na
variacdo da HbF: (1) efeito direto dos produtos do gene (ativagdo da transcricdo ou
inibicdo da repressdo do HGB) e (2) aumento da quantidade de HbF por célula devido a
alteracdo da cinética de maturacéo e diferenciacdo eritréide, com liberacdo acelerada de

maior nimero de progenitores que produzem células F com quantidade variaveis de HbF.
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2.6  POLIMORFISMOS DA HbF

As regides a 5' dos promotores dos genes globinicos fetais, Gy-globina (HBG2)
e Avy-globina (HBG1), tém sido alvo de estudo devido ao seu papel regulador na
expressao desses genes e substituicdo da sintese de HbF para HbAL. Estas regides sdo
conhecidas por conterem elementos de regulacdo a montante das sequéncias consenso
do promotor (BARBOSA et al, 2010).

Estudos de associagdo genética tém revelado que a HbF esta sob a influéncia de
importantes loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) em portadores de AF, assim, a
concentracdo de HbF nos adultos seria herdada como uma caracteristica genética
quantitativa; e a producdo de células F é regulada por esses loci, que sdo regides
genbmicas responsaveis pela expressdo quantitativa de caracteres fenotipicos
(MENZEL et al, 2007; CREARY et al, 2009).

Os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) nesses trés QTLs principais sdo:
0 polimorfismo Xmn1-HBG2 no cromossomo 11p15, locus BCL11A no cromossomo
2p16 e a regido intergénica do HMIP (HBS1-MY B) no cromossomo 6923 (SANKARAN
e WEISS, 2015). Esses polimorfismos presentes nesses QTLs sdo responsaveis por
aproximadamente 20% a 50% da variacao nos niveis de HbF na DF, beta-talassemia e em
adultos (Figura 4) (MENZEL et al., 2007; LETTRE et al., 2008).
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Figura 4 - Locus para globina . Representagio dos trés loci genéticos responsaveis pelo aumento do nivel
de HbF: BCL11A atua no cluster da B-globina associado a um complexo proteico regulador da transcrigao.
A expressdo de BCL11A reprime a expressdo dos genes y-globina, aumentando concomitantemente a
expressdo do gene B-globina. O loci HBS1L-MYB, designado HMIP, compreende uma regido entre os genes
HBS1L e MYB no cromossomo 6q23. Essa regido é dividida em trés blocos em desequilibrio de ligacéo
(HMIP 1, 2 e 3) e abrange aproximadamente 79 kb (quilobases), muitos SNPs em HMIP foram associados
com o nivel de Hb F e com o nimero de células-F. Diversas teorias sustentam a hip6tese que esses trés loci
BCL11A, HBS1L-MYB e HBG2 (Xmn-1) explicariam cerca de 50% da varia¢do nas concentragdes de Hb F
em pacientes com anemia falciforme, existem ainda outros genes regulatérios que podem atuar na
comutagdo da globina 3 para  (Adaptado Green; Barral, 2011).

2.6.1 Oncogene BCL11A

O gene BCL11A situa-se no brago curto do cromossomo dois (2p16) e codifica
a proteina BCL11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A) do tipo dedos de zinco. Durante
a diferenciacéo de células hematopoiéticas, este gene é subexpresso. Nos progenitores
eritroides, o fator BCL11A interage fisicamente com o complexo remodelador de
cromatina NUuRD, e os fatores de transcricdo eritrdides, GATAL1 e FOG1. Quando
estamos diante de niveis de HbF elevados, a expressdo de BCL11A é reduzida. Ja foram
relatadas cinco variantes resultantes de splicing alternativo deste gene (Figura 5)
(SANKARAN et al, 2010).
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Apesar de nao ser completamente conhecido como o fator de transcricdo, o gene
BCL11A exerce o seu efeito no switching globinico, sabe-se que quando este esta
presente, interage em conjunto com diversos fatores de transcrigdo referidos
anteriormente, com o LCR (Locus Control Region). Dessa interacdo resulta a inibigédo
da expressdo dos genes Gy- e Ay-globina no periodo adulto, enquanto que na auséncia
de BCL11A é favorecida a expressdo destes genes (SANKARAN et al, 2008).

Algumas evidéncias indicam que o0 mecanismo de mediacgéo silenciosa do gene
BCL11A ocorre por meio da cooperacdo com um fator de transcri¢do de alta-mobilidade
SOX6; e os genes BCL11A e SOX6 sdo co-expressos e interagem fisicamente (Figura 5)
(SANKARAN et al, 2008; FAN et al, 2015).

locus B globina 5 4 3 2 1

Chr 11 bty i (I
p—t o ‘
LCR HSS Embrionario

J Ly

Adulto 3 HS1

Figura 5 - Modelo de mediagao silenciosa de BCL11A no gene da y- globina por meio do complexo de
fatores de transcrigdo. O fator de transcricdo eritroide KLF1 ativa a transcrigdo de BCL11A, ligando-se a
sua regido promotora. Possivelmente, a expressdo de KLF1 € regulada por MYB. GATAL e TAL1 se
ligam a regido acentuadora de BCL11A, aumentando sua expressdo. BCL11A participa de um complexo
transcricional multiproteico que atua em precursores eritroides. Suas proteinas parceiras incluem fatores
de transcricdo (FT’s), como GATAI1, FOG1 e FOX®6, além de reguladores da cromatina e co-repressores
transcricionais. Adaptada de Sankaran, Weiss (2015).

Estudos genéticos tém demonstrado a importancia fundamental do BCL11A no

silenciamento dos genes da globina B durante o switching e reativacdo da HbF em
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eritroblastos. Foi identificada uma sequéncia acentuadora (“enhancer”) especifica de
linhagens eritroides localizada no intron 2 do gene BCL11A, responsavel pela
diminuicdo da expressao desse fator de transcricdo e consequentemente pelo aumento
nos niveis de HoF (SANKARAN et al, 2008; BAUER, 2013).

Entre os SNPs localizados na regido intron 2 de BCL11A, o rs4671393 parece
ser o marcador genético com associacao mais forte aos niveis de HbF. No entanto, outros
SNPs (rs7599488, rs766432, rs11886868 e rs10189857) também estdo associados a
variacdo dos niveis de HbF (LETTRE et al, 2008; GALARNEAU et al, 2010).

2.6.2 Regido intergénica HBS1L-MYB (HMIP)

O HMIP (polimorfismo intergénico - HBS1L-MYB) é um segmento de 79Kb,
altamente polimérfico, localizado no cromossomo 6 entre 0 gene HBS1L e 0 oncogene
MYB (60g23.3) que codifica um fator de transcricdo essencial para a diferenciacdo
eritroide (THEIN et al, 2007; LETTRE et al, 2008).

Thein e colaboradores (2007), verificaram que a expressao elevada de mRNA dos
genes HBS1L e MYB em precursores eritroides estd associada ao aumento de HbF. Foi
comprovado que o gene HBSL1L esta relacionado com aumento da expressdo dos genes da
globina beta e contagem de eritrdcitos, niumero de plaguetas e mondcitos (MENZEL et
al., 2007; TESTA, 2009). Estudos observaram que polimorfismos na regido intergénica
dos genes MYB-HBS1L (HMIP) estdo associados a sintese de HbF e consequentemente
reducdo de crises vaso-oclusivas em individuos HbSS (LETTRE et al., 2008; UDA et al.,
2008; MAKANI et al, 2011).

O papel do gene HBS1L no desenvolvimento e maturacdo eritroide ndo esta
totalmente esclarecido, no entanto, sabe-se que o gene MYB codifica o fator de
transcricdo MYB, que tem uma funcdo fundamental na regulacéo da expresséo da HbF
por ativar diretamente os genes BCL11A e KLF1, que sdo repressores da expressao de y-
globina. O gene MY B, portanto, estabeleceria mecanismos moleculares de repressao da
sintese de HbF por meio da estimulacdo dos genes BCL11A e KLF1 (VEGIOPOULOS
et al, 2006; STADHOUDERS et al, 2014).

A regido intergénica HMIP tem importante papel na regulacéo dos niveis de HbF
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e pode se associar com parametros de diferenciacdo e maturacédo eritroide, leucocitaria,
plaquetéria e percentual de HbA2. (STADHOUDERS et al, 2014).

Os SNPs em HMIP existem em trés blocos HMIP-1, HMIP-2, e HMIP-3, onde o
gendtipo em cada bloco pode influenciar o nimero de células F e os niveis de HbF. O
HMIP-2 é caracterizado por 11 SNPs (rs9376090, rs9399137, rs9402685, rs 11759553,
rs4895440, rs4895441, rs9376092, rs9389269, rs9402686, rs11154792 e rs 9483788).
(THEIN et al, 2009; GALARNEAU et al, 2010).

2.7 A HIDROXIUREIA NA ANEMIA FALCIFORME

A HU ¢é uma droga mielossupressora, inibidora de ribonucleotideo redutase,
enzima que impede a sintese de DNA. Ela é utilizada no tratamento de leucemias,
policitemia vera e cancer de cabeca e pesco¢o (Rodriguez et al, 1998).

Inicialmente acreditava-se que a HU estava somente envolvida em aumentar os
niveis de Hb F, atuando diretamente na sintese dos genes da y-globina (STEINBERG e
RODGERS, 2001). Atualmente, acredita-se que HU atua na medula éssea, selecionando
uma populacéo de precursores eritroides, capazes de sintetizar quantidades elevadas de
Hb F, que exerce um efeito protetor na polimerizacdo da HbS. Pacientes com niveis
elevados de Hb F apresentam menos episédios de dor e sindrome toracica aguda e, por
consequéncia maior sobrevida (GLADWIN e SCHECHTER, 2001; HALSEY e
ROBERTS, 2003; HAYNES et al., 2004; KLINGS, 2006; MACHADO, 2007).

A HU possui efeitos que podem beneficiar os pacientes com DF: diminuigédo da
adesdo de células falcizadas ao endotélio vascular e do nivel de expressdo da molécula
VCAM-1 solavel, reduz a contagem de reticuldcitos, plaquetas e leucdcitos circulantes.
Ainda, pode causar efeito cito redutivo em neutrofilos e aumento do teor de agua,
plasticidade, melhora do fluxo microvascular e menor adeséo de hemacias ao endotélio
vascular (SALEH et al., 1999; ALIYU et al., 2006; FRENETTE E ATWEH, 2007).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de polimorfismos nos loci BCL11A, co-heranca com a alfa-
talassemia e haplotipos do grupamento de genes da B-globina em caracteristicas clinicas-
laboratoriais de individuos com anemia falciforme em acompanhamento no Servigo de
Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro e no

Hemocentro Regional de Uberaba/Fundacdo Hemominas;

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar e descrever a amostra estudada quanto ao uso de Hidroxiuréia;

(2) Genotipar e determinar a frequéncia dos haplétipos do agrupamento de genes da
BS -globina e dos gendtipos de a-tal (-7, - a2, --SEA --FIL __THAI ' (5)205 ¢ __MED) g
casuistica analisada;

(3) Descrever e comparar parametros laboratoriais e nimero de internagGes por crise
vaso-oclusiva segundo os haplétipos da globina B° alfa-talassemia e SNPs em BCL11A;
4) Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs4671393,
rs766432, rs1186868, na populacdo estudada;
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4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Todos 0s pacientes ou seus responsaveis, apos a leitura e o esclarecimento,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica da UFTM, conforme protocolo 1949/2011 (Anexo 1). E
também, pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Hemominas sob o registro niimero
324/2011 (Anexo 2).

4.2  DELINEAMENTOS E CASUISTICA

Trata-se de um estudo descritivo e observacional.

Esse estudo, teve a participacéo total de 87 pacientes com diagnostico de Anemia
Falciforme obtido pelo Teste do Pezinho ou por estudo familiar. Como critério de excluséo,
0s pacientes ndo poderiam estar em esquema de hipertransfusdo. Todos eles estavam em
acompanhamento no Servigco de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro (UFTM) e Hemocentro Regional de Uberaba.

As frequéncias dos haplétipos do gene da globina BS foram obtidas a partir do banco
de dados da dissertacdo do mestrado (“Haplétipos da BS-globina e sua correlagdo clinica-
hematoldgica em portadores de anemia falciforme atendidos no servi¢o de Hematologia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro/Hemocentro Regional de Uberaba” ¢
classificados em CAR/CAR, CAR heterozigoto e ndo-CAR.

Em relagdo a terapia com Hidroxiuréia, os pacientes foram divididos em dois

grupos, os que faziam uso por mais de 06 meses e os que ndo faziam uso da medicacéo.

4.2.1 Leitura dos prontuarios

Os parametros hematoldgicos avaliados foram coletados a partir de registros nos
prontuérios. Para os dados hematoldgicos: hemoglobina total (método: automatizado —
Aparelho XN3000/Sysmex Japan), hemoglobina fetal (método: Cromatografia liquida de
alta eficiéncia), Desidrogenase Lactica ou (método: cinético automatizado no aparelho

Cobas 6000/Roche Diagnostic, USA) e reticuldcitos (método: citometria de fluxo
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fluorescente no aparelho XN1000/Sysmex Japan).

Visando uma maior credibilidade, foram colhidos todos os resultados desses
parametros laboratoriais no periodo de 2016 a 2018, porém os valores quando o paciente
se encontrava em crise dolorosa ou havia recebido transfusdo sanguinea foram excluidos.

Para os pacientes que faziam uso de Hidroxiuréia, a média dos valores para HbF
obtidos se referem ao periodo de dois anos antes do inicio da terapia. Em relagdo, os dados
referentes as crises vaso-oclusivas, consideramos todos o0s eventos ocorridos de 2016 a
2018 que culminaram com internagéo.

A andlise molecular para determinacdo dos polimorfismos da HbF e das mutacGes
mais comuns da a-talassemia, foi realizada no Laboratdrio de Pesquisas em Hematologia
da UFTM,

4.2.2 Estudo Molecular

4221 Obtencao da Amostra

Foi coletado de cada participante 10 ml de sangue periférico, por venopungéo, em

tubos de coleta a vacuo estéril contendo EDTA.

4222 Extragdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo método Fenol-Cloroférmio segundo
Sambrook (1989). O sangue de cada participante foi colocado em um tubo cénico de 50 ml
e adicionado uma solugéo de lise celular (TE 20:5- Tris HCI 1M, EDTA 0,5M pH=8,0 e
H>O miliQ) até completar 30 ml. As amostras foram submetidas a uma agitagdo em vortex
para que as hemacias fossem lisadas mais facilmente. Em seguida, foi centrifugado a 3500
forca G durante 15 minutos a 10°C. O sobrenadante foi desprezado e o procedimento
repetido trés vezes até a obtencdo de um pellet de leucocitos livre de heméacias. Esse
sedimento foi transferido para um microtubo Bio free de 2 ml (SARSTEDT), livre de
enzimas, como DNAses e RNAses, que poderiam comprometer o0 DNA a ser extraido. Foi
adicionado, um ml de tamp&o TE 20:5 e as amostras armazenadas a -20°C para posterior
extracdo de DNA gendmico.
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O pellet armazenado foi transferido para um tubo de 15ml, adicionado 200 pL de
Tris EDTA (TE), 25uL de SDS (dodecil sulfato de sodio) 10% e 10uL da solucéo de
proteinase K20 g/ml). As amostras foram incubadas overnight em banho Maria a 37°C até
a dissolugdo completa do pellet. No dia seguinte, as amostras foram agitadas em vortex até
0 deslocamento do sedimento.

Foram adicionados 40 pL de acetato de sodio 02M, 1 ml de fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e a mistura foi homogeneizada em um agitador
orbital por 20 minutos. Em seguida, centrifugacdo a 3000 for¢a G por 20 minutos a 4°C. O
DNA solubilizado que estava no sobrenadante (fase a) foi retirado com o auxilio de uma
pipeta, com o cuidado para que a camada branca (camada proteica) ndo fosse recolhida
junto. Acrescentou-se 1 ml de cloroférmio-alcool islamitico (24:1) e o tubo foi novamente
levado ao agitador orbital por 15 minutos e centrifugado a 3500 forca G por 15 minutos a
4°C. A fase superior foi novamente recolhida com cuidado e acrescentou-se 1 ml de etanol
100%. O tubo foi entdo invertido lentamente e 0 DNA precipitado recolhido e transferido
para um micro tubo de dois ml contendo etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a
15000 forga G por dois minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e
0 micro tubo ficou overnight para secagem. Em seguida, o0 DNA foi ressuspenso em
200 pL de agua pura. Em seguida, as amostras foram estocadas em freezer a -20°C.

A quantificagdo e avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada por meio do
aparelho GeneQuant® (USA).

4.2.2.3 Determinacdo dos haplétipos da globina f

A determinacédo dos hapl6tipos foi realizada por meio da técnica de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase) e RFLP (Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restrigéo)
em seis sitios polimorficos, seguindo a metodologia de Sutton et al (1989), de acordo com

a tabela 2.
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Tabela 2 — Tamanho dos fragmentos de DNA amplificados apds clivagem com as
respectivas enzimas de restricdo, usados na determinacao dos haplétipos da pS.

Primers Enzima  Regiao Tamanho do fragmento Fragmentos apos

de amplificado clivagem
HOe H1 Xmn 1 5yS 655 pb 450 pb + 205 pb
H2 e H3 Hind IIT v 781 pb 345 pb + 436 pb
H3e H4 Hind III 1A 760 pb 360 pb + 406 pb
H5e H6 Hine Il vB 701 pb 361 pb + 340 pb
H7e H8 Hine Il 3"y 590 pb 500 pb + 92 pb
H9e HI0 HinfI 5B 380 pb 241 pb + 142 pb

Fonte: Sutton et al, 1989

A sequéncia dos oligonucleotideos (primers) utilizados estdo listados na tabela 3.

Tabela 3 — Sequéncia dos primers usados na determinacio dos haplotipos da f°.

Sequéncia do oligonucleotideo Direcao Posicao Localizacao
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT Direto 33880
AGGAGCTTATTGATAACCTCAGA Reverso 34535 5°Gy
AAGTGTGGAGTGTGCACATGA Direto 36221 Gy
TGCTGCTAATGCTTCATTACAA Reverso 35440 Gy /40371 Ay
TAAATGAGGAGCATGCACACAC Direto 41137 Ay
GAACAGAAGTTGAGATAGAGA Direto 46458
ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT Reverso 47159 VB
TCTGCATTTGACTCTGTTAGC Direto 49529
GGACCCTAACTGATATAACTA Reverso 50121 3'yp
CTACGCTGACCTCATAAATG Direto 60958
CTAATCTGCAAGAGTGTCT Reverso 61341 5B

Fonte: Sutton et al, 1989

As condigdes para cada PCR das regides amplificadas estéo descritas nas tabelas 4
e5.
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Tabela 4 — Reagentes das reacdes de PCRs para amplificacdo das regides polimorficas do
cluster da globina 3

Volumes (JIL)
Componentes Regides Polimorficas
G G A ; :

5Y' y y° v yp !
Agua 200 200 0.6 200 20,6 20,0
Tampao (10x) 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
dNTP (2uM) 2.0 20 20 20 20 20
Primer R (20 pmoles) 10 10 1,0 10 1.0 10
Primer F (20 pmoles) 1.0 1.0 1,0 1.0 10 10
MgCl (25uM) 1.8 1.8 12 1.8 12 12
TaqDNA polimerase (5U) 0.2 0,2 0.2 0.2 0.2 0.2
DNA (200-500 ng) 10 10 1.0 10 10 10
Volume Final (L) 30 30 30 30 30 30

Fonte: Sutton et al, 1989.

Tabela 5 - Condicdes das reacdes de PCRs para amplificacdo das regides polimorficas do
cluster da globina 3

35 Ciclos
Desnaturacio Extensio
Inicial Desnaturacio Anelamento Extensio Final
Regiio
T T T T
(°C) Tempo (°C) Tempo (°C) Tempo (°C) Tempo (*C) Tempo
S'f o4 5’ 94 45" 57 307 72 45 71 10
Y 94 5 94 45" 57 300 72 45 72 10
\.r'* 94 5’ 94 45" 57 307 72 45 72 10
VB o4 5 o4 45" 60 307 72 45 71 10
3w 94 5’ 94 45" 57 307 72 45 72 10
5B 94 5’ 94 45" 57 307 72 45 71 10

Fonte: Sutton et al, 1989.

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo e os componentes utilizados nas
digestdes estédo representados na tabela 6. O mix resultante foi colocado em banho-maria a
37°C por 2 horas.

A identificacdo dos fragmentos de DNA amplificados e a analise dos fragmentos

apos a clivagem pelas endonucleases de restricdo foi realizada por meio da técnica de



36

eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampédo TBE 1X sob diferenca de potencial de 90V
por aproximadamente 75 minutos. Em cada gel de eletroforese foi aplicado 2 pL do padréo
de tamanho molecular “100 pb DNA Ladder” (Biolabs) corados pelo GelRed e posterior
aplicacdo no gel de agarose. As imagens foram feitas pelo sistema de captura de imagens
(L- PIX®)

O gendtipo de cada participante foi determinado pelo tamanho dos fragmentos
digeridos e de acordo com o perfil de restricdo para as regides polimérficas do cluster da
globina B, os haplotipos BS foram definidos e tomando esses haplotipos como padrio
(Tabela 7), qualquer outra combinacéo diferente da presenca e/ou auséncia desses sitios o

haplétipo foi classificado como atipico.

Tabela 6 — Reagentes das reacGes de digestdo enzimatica utilizadas para analise dos
polimorfismos do cluster da globina f.

Volumes (IL)
Regioes Polimorficas
Componentes
e G A : ”
5y Y V' P yp 5P
Xmnl  HindIIl HindIll Hincll  HincIl Hinfl

Tampao da Enzima 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
BSA (albumina bovina) 0.15 - - - - -
Enzima de restricdo 0.15 0.2 0.2 0.2 0,2 0.2
Produto de PCR 10.0 10.0 100 100 10,0 10,0
H0 esteril 3.2 33 3.3 33 33 3.3
Volume Final (JL) 18 15 15 15 15 15

Fonte: Adaptado de Sutton et al, 1989.



Tabela 7 — Padréo de polimorfismos para cada haplétipo

Sitios / 5*%y <y Gy yi 3P &
haplotipos® | v | HindIll | HindII | Hinell Hine IT Hinf I
CAR - + - = " o
Benin - = . s + =
Senegal + + = + + +
Camaroes - + + - + +
Asiatico + + - + + _
Cromossomo 11
5 : & . i d 3
1 2 3 AT s 6 *
Xmn | Hind I Hincll  Hincll®  Hinf1
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*Padrdo atipico: qualquer outra combinagdo.
Fonte: Sutton et al., 1989, com modilicagbes

4.2.2.4  Analise dos polimorfismos da Hb fetal

Apds a extracdo do DNA gendmico, foi realizada as técnicas de PCR-RFLP, com
utilizacdo de primers especificos pré-desenhados segundo Ferreira (2011) e Pereira (2013),
para determinagdo dos polimorfismos existentes no gene BCL11A no cromossomo 2p15
(rs4671393, rs766432 e rs11886868).

amplificadas estdo descritas nas tabelas 8 a 10, as concentracdes utilizadas para o

As condicbes para cada PCR das regides

desoxinucleotideos (ANTP) foi de 100uM, para as proteinas estabilizantes (BSA) foi de

10mg/ml, para o cloreto de magnésio (Mgci2) foi 1,5 UM e para os primers foi 25pmol/ml.
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Tabela 8 - Primers e condi¢Ges de PCR para a amplificacdo da regido que contém o SNP

rs4671393

rs4671393

Primers iniciadores

Reagentes 20 uL

Condicoes de PCR

Direto

CCTTCCTTTAATCAGCTTCCGCC

Tampao (10x) 2,0

MgCl 1.5

Desnaturagao inicial: 94°C por 3 min

BSA (10mg/ml) 1,0

Desnaturacdo: 94°C por 1 min.

Reverso

GCTATCTGTTTGGCTCAGCTACCA

30x
dNTP 0,5 Anelamento: 63°C por 1 min.
Primer D 0,5 Extensdo: 72°C por 1 min.
Primer R 0,5 )
Extensdo final: 72°C por 7 min (30x)
Taq (Sw/mL) 0,5
Agua 12,0
Pausa: 4°C
DNA 1,5

Tabela 9 — Primers e condi¢fes de PCR para a amplificacdo da regido que contém o SNP

rs766432
15766432
Reagentes 20 uL Condicoes de PCR
Primes iniciadores
. Tampao (10x) 2,0
Direty Desnaturagao inicial: 94°C por 3 min
MgCh 2,0
GAAGGGGATTGACAGC G BSA (10mg/ml) - Desnaturagao: 94°C por 1 min.
dNTP 0,5 A0z Anelamento: 58°C por 1 min.
Reverso Primer D 0,5 Extensdo: 72°C por 1 min.
Primer R 0,5 . e )
CCAGTGGTGGGTGTTTTGTT Taq (SwinL) 05 B0 Rl 2 posl i
Agua 12,0
aa Pausa: 4°C
DNA 2,0
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Tabela 10 — Primers e condi¢des de PCR para a amplificacdo da regido que contém o

SNP rs11886868

1511886868
Reagentes 20 uLL Condicoes de PCR
Primes iniciadores
Direto Tampao (10x) 2,0 o ]
Desnaturacao inicial: 94°C por 3 min
MgCh L5
CATAGGCCAGGGATCACCATGG BSA (10mg/ml) 1,0 Desnaturacao: 94°C por 1 min.
30x
dNTP 0,5 Anelamento: 59°C por 1 min.
Reverso
Primer D 0,5 Extensao: 72°C por 1 min.
Primer R 0,5
GCCTGGGAATGGCCCC Extensao final: 72°C por 7 min.
Taq (5u/mL) 0,5
Agua 11,5
Pausa: 4°C
DNA 2,0

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo e os componentes utilizados nas

digestdes estdo representados na tabela 11, o mix resultante foi colocado em banho-maria

a 37°C por 16 ou 24 horas.

Tabela 11 — Enzimas e condi¢des utilizados na técnica de RFLP para os SNPs da HbF

SNP Tamanho dos Enzimade  Temperatura  Tempo Tamanho dos
Posicdo fragmentos restricdo Fragmentos
amplificados na PCR digeridos (pb)
(pb)
rs 4671393 533 Acu | 37°C 24h 533 —334- 199
rs 766432 203 Acc | 37°C 16h 110- 93
93-64-46
rs 11886868 440 Mbo Il 37°C 24h 440-383-218-57

Os produtos da RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% a 90 volts

por 40 minutos, em cuba contendo o tampdo TAE 1x e, posteriormente visualizados em

fotocumentador de luz ultravioleta (L-P1X Molecular Imaging Loccus) para interpretacdo dos

resultados.
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4.2.25 Analise molecular da co-heranca com a alfa-talassemia

O método de Gap-PCR multiplex em tubo Gnico (QIAGEN® Multiplex PCR Kkit,

QIAGEN, EUA) (TAN et al.,, 2001) foi realizado para a amplificacdo do gDNA e
o2 _SEA __FIL __THAI -(a)20'5e _

identificacdo das delegdes mais comuns da a-tal (-o”, -
-MED) Essa metodologia utiliza primers (oligonucleotideos) especificos (Tabela 12) que
contém sequéncias complementares a regido de interesse no grupamento de genes da o
globina para cada uma das sete delecfes investigadas (Figura 6). A reacdo também conta
com os primers referente ao gene LIS como controle de funcionamento do ensaio, além
disso, foram utilizados controles positivos para as delecdes -’ e - a*2 para garantir a

especificidade e sensibilidade da técnica.

Tabela 12 - Primers utilizados no PCR multiplex em tubo tnico para analises de o
talassemia (delecges -a37, - a*?, --SEA _FIL __THAI'_MED o _205)

Tamanho do

Mome Sequéncia 5°-3° Concentracdo amplicon
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0,5
LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0,5 2350 pb
w2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0,2uM 2022/2029ph
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0,2uM
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGETG 0,21 1300pb
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0,5uM
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTITCC 0,5uM 1628pb
SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0,21
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0,21 1349pb
THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGEGETG 0,3
THAI-R CAAGTGGGECTGAGCCCTTGAG 0,3umM 1153pb
20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0,2 1007ph
MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0,2uM
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0,2uM 807pb
FIL-F TTTAAATGGGCAAAACAGGCCAGG 1.0pM
FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC 1,0pM S46phb

Fonte: Chong et al, 2000.



41

FIL-¥ 210.5-F MED-F SEA-F 4.2-F w23 TF al-R 4R LTHA-R MEI-R  Fll-R SEA-R

[y 2% =L .
= 10 ]
= | o == malll =l E

............. ! FHVR

i [ r [
i i f i
i i '

: : : ! ISP 1 S ! : Do

i

; L L LT}

- = T T T
I

A
o
=
g

i
¥

_FIL ) o
»

A

Figura 6 — Representagdo esquematica do grupamento génico da o globina, sitio de anelamento dos
primers e extensdo das delecdes investigadas. Fonte: Chong et al, 2000.

Os experimentos foram realizados usando 100 uM de cada dNTP, 0,75 uM MgCI2
e 1,25U da enzima HotStar Taqg DNA polimerase, primers sintéticos em diferentes
concentracdes (Tabela 1), 1x Q solution QIAGEN®, 100 a 200 ng de gDNA, num volume
final de 12,5 pL.. Os ciclos para a reagdo de PCR foram realizados da seguinte forma: 96°C
por 15 minutos para ativagdo da enzima HotStar e desnaturagéo inicial, 30 ciclos de 98°C
por 45 segundos (s) para desnaturacdo do DNA, 62°C por 90s para anelamento dos primers,
72°C por 135s para acdo da DNA polimerase, seguido de 5 minutos a 72°C para realizacao
da extensé&o final.

Os fragmentos amplificados (amplicons) foram visualizados em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio (1,5ug/ml). Para tal, foram aplicados no gel 10 puL do produto
de PCR com 1 uL de loading buffer 5x em seguida, foi realizada eletroforese.

A corrida de eletroforese foi condicionada a 90 volts durante 2 horas em cuba
contendo tamp&o TAE 1X. O gel foi visualizado no Foto documentador de luz ultravioleta
(L-P1X Molecular Imaging, Loccus®) para analise dos fragmentos.

O perfil genotipico do paciente foi estabelecido conforme o tamanho dos
fragmentos amplificados comparados com o padrdo de peso molecular (1 Kb) e com os

controles positivos ou negativos.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no programa Bioestat 5.0, a normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de Bartlett,
e posteriormente, os testes de variancia de Kruskal-Wallis e Anova.

O teste qui-quadrado foi utilizado para o determinar o equilibrio de Hardy-

Weinberg e para comparar as variaveis categoricas entre os grupos de interesse e analise
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de variancia seguida de teste de comparacGes multiplas de acordo com a normalidade dos
dados.

O nivel de significancia estatistica considerado para todos os testes foi de 95%
(p<0,05).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO
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Foram avaliados no total 87 individuos portadores de AF, sendo 52 (60%) do

género feminino e 35 (40%) do masculino. A idade do grupo variou entre 7 e 57 anos, com

uma mediana de 23 anos.

Quanto ao tratamento, 43 (49,4%) estavam em terapia com Hidroxiuréia e 44

(49,6%) ndo. A associacdo do uso de HU com os pardmetros clinico-hematolégicos,

revelou uma diferenca significativa entre a média de hemoglobina total basal e DHL.

Dos 62 pacientes genotipados para o-talassemia, 48 (77,4%) ndo tinham co-

heranca, desses verificamos uma diferenca significativa naqueles que faziam uso de HU

(60,4%), comparados aqueles com co-heranca (22,6%) (Tabela 13).

Tabela 13 - Caracterizacdo da amostra estudada quanto ao uso de HU

USO DE HU
N&o (43) Sim (44)
Média+DP Média+DP
. - . ; Valor p
(min - mediana - (min - mediana - @)
maximo) Maximo)
8,31+1,56 9,06+1.41
Hb total basal (g/dl) (6,00-8,30-13,00) (6,00-9,00-12,00) 0,018*
7,12+ 4,30 7,10+ 3,64
HbF basal (%) (1,00-6,00-17,00) (2,00-7,00-21,00) 0,875
7,60x4,37
S i ' 6,07+2,68
0 - - 1 L
Reticuldcitos (%) (1,00-6,93-20,0) (1,00-6,00-11,00) 0,210
683,72+434,29 459,00£189,94
DHL (U/L) (188,00-558,00-2768,00) (208,00-459,00-983,00)  0,046*
. ~ 1,11+2,36 0,58+1,11
Numero de Internacdes por CVO (0-0-15) (0-0-6) 0,145
USO DE HU
Néo (27 i
ao (27) Sim (35) Valor p
No. (%0) No. (%) (b)
Co-heranca com a o-talassemia 8 (29,6%) 6 (17,1%)
. 0,015*
Sem co-heranga com a a-talassemia 19 (70,8%) 29 82,6%)

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis (2) e qui —quadrado (b), *p< 0,05.
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Em nosso estudo, o uso de HU levou ao aumento da hemoglobina basal e reducao
de DHL, como esperado, semelhante a um estudo realizado por Scoot et al. (1996) que
verificou um aumento na taxa de hemoglobina total com significativa reducdo nos niveis
de reticuldcitos, indicando desse modo a reducdo do processo hemolitico, melhora no curso
da doenca e maior expectativa de vida em criancas.

Observamos também, uma tendéncia a diminui¢do do nimero de hospitalizacdes e
reducdo da taxa de reticuldcitos nos pacientes que faziam uso de HU, indicando uma
melhora do quadro clinico. A reducdo dos niveis de hemoglobina total associada ao
aumento de reticuldcitos caracteriza a gravidade da anemia hemolitica, assim a reducéo no
namero de reticuldcitos e DHL durante o tratamento, pode sugerir diminuicdo das crises
hemoliticas (Andrade et aL, 2001).

Ao contrario do descrito na literatura, ndo encontramos uma relacdo direta e
significativa entre o uso de HU e 0 aumento da hemoglobina fetal (HbF), uma possivel
causa para isso, pode estar relacionado ao fato de que ndo avaliamos a adesé@o do paciente
ao tratamento. No entanto, Covas e colaboradores em 2004, demostrou que a HU tem
efeitos maltiplos sobre a linhagem eritrocitaria, isto €, promove elevacdo de Hb F em cerca
de 60% dos pacientes, eleva o nivel de hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM)
e reduz o nimero de reticulécitos e a concentracdo da Hb F apresenta correlacdo com
reducdo das crises dolorosas durante o tratamento, e por consequéncia, diminuicdo do
numero de internacdes devido a essas crises de dor.

Quanto a co-heranca com a alfa-talassemia, os individuos que possuiam as duas
herancas genéticas, faziam uso de HU em menor nimero do que os que ndo tinham a co-
heranca, uma relacdo estatisticamente significante (p<0,015), resultado ja esperado porque
de acordo com a literatura, a talassemia alfa € um dos fatores genéticos capazes de
modificar a gravidade da AF, independentemente dos niveis de HbF, ja que os individuos
com um traco alfa-talassémico tendem a apresentar um menor quadro hemolitico, devido
a microcitose e a diminui¢do da concentragdo corpuscular média de HbS que ocorre na
talassemia alfa e por consequéncia menos crise vaso-oclusiva, o que pode justificar a
auséncia do tratamento com HU (STEINBERG, 1984; ADAMS et al.,1994).

5.2 HAPLOTIPOS DA BETA-GLOBINA

A frequéncia dos hapldtipos encontrados no estudo foi: 24 (49,0%) eram
CAR/CAR, 8 (16,3%) CAR/ATP; 7 (14,3%) CAR/BEN, 6 (12,2%) BEN/BEN, 2
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BEN/ATP (4,1%) e 2 (4,1%) ATP/ATP.

O perfil hematolégico e nimero de internacdo por CVO foi associado aos
haplotipos, que foram divididos em CAR homozigoto, CAR heterozigoto e ndo-CAR. O
unico achado significativo foi em relagdo ao nivel de hemoglobina aumentado nos
individuos ndo-CAR, porém também foi observado uma tendéncia de aumento do nimero

de internagdes para os pacientes CAR/CAR (Tabela 14).

Tabela 14 — Pardmetros clinico-laboratoriais de acordo com os haplétipos do gene da globina

BS

HAPLOTIPOS

CAR Homozigoto (24) CAR Heterozigoto (15) Nao CAR (10)

Meédia + Desvio Padrao

. . .- Valor
(minimo - mediana — maximo) D
Hb total 8,24+1,46 6,07+3,52 8,79+1,74 0.030%
basal (g/dI) (6,00-8,35-11,00) (6,00-7,90-10,00) (7,00-8,80-11,0) :
HbF basal 6,07+ 1,15 6,78+4,62 5,38+1,76 0,063
(%) (1,00-4,85-14,00) (2,00-5,80-21,00) (4,00-4,55-9,00) :
Reticuldcitos 7,44+3,68 7,35+4,54 9,4043,29 0130
(%) (2,37-6,42-16,40) (1,90-7,93-20,00) (3,91-10,05-13,00) :
670,75+488,64 1008,20+1276,35 746,30+356,98

DHL(UL)  (343,00-54350-2768,00)  (282,00-645,00-5511,00)  (310,00-734,00-1395,00) 463
NGmero de 0,83+1,05 0,33+0,49 0,10+0,32 0,068
Internacdes (0-1-3) (0-0-1)) (0-0-1) ‘

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05.

Em relacdo aos hapl6tipos, encontramos uma maior frequéncia de individuos com
haplotipos CAR, tanto em homozigose ou heterozigose. Resultados semelhantes a outros
estudos realizados no Brasil (GONCALVES et al, 2003; FIGUEIREDO et al,1996;
FLEURY, 2007; WAGNER et al, 1996; BEZERRA et al, 2007; CABRAL et al, 2010;
ROBENHORST, 2009; BELISARIO et al, 2010).

No presente estudo ndo foi encontrada diferenca significante na comparacao entre
o0s niveis de HbF com os haplotipos, resultados discordantes com a literatura, em que 0s
estudos demonstram uma queda significante da HbF no haplétipo CAR em relagdo aos
demais haplétipos (NAGEL et al., 1984; RIEDER et al.,1991; STEINBERG et al., 1995;
STEINBERG et al., 1997). J& em 2010, Belisério e colaboradores avaliaram a influéncia
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dos haplétipos do cluster da Bs-globina no perfil clinico e nos pardmetros hematologicos
em criangas brasileiras com AF, e ndo encontrou associagdo significativa entre os
haplotipos do cluster da Bs-globina com a Hb, HbF, VCM, HCM, contagem dos leucdécitos
e dos reticulocitos.

Verificamos que os pacientes com menores niveis de HbF, apresentaram maior
contagem de reticuldcitos, similares aos achados de Murray e colaboradores (1988) que
descreveram uma associacao de niveis elevados de HbF com aumento de hemoglobina total
e menores taxas de reticulocitos.

A crise vaso-oclusiva é a mais comum e dramética manifestacdo da anemia
falciforme, sendo a maior causa de internagéo hospitalar, seguida por infeccdo (ADEKILE
e HAIDER,1996). Nossos dados demonstram uma tendéncia de maior nimero de
internacdo devido a crise vaso-oclusiva nos individuos que possuiam o hapl6tipo
CAR/CAR, de acordo com Costa e colaboradores (2006), o hapl6tipo CAR é o de pior
prognostico, com maior gravidade das intercorréncias clinicas, consequentemente maior
namero de internacdes e aumento da morbidade e mortalidade.

Em relacdo ao uso de Hidroxiuréia, realizamos uma analise relativa, entre os
individuos que possuiam um ou dois cromossomos CAR e aqueles que ndo possuiam
nenhum cromossomo CAR (denominados NAO-CAR). Dos individuos CAR/CAR, 62,5%
faziam uso da medicacdo. Ao contrario, seis (60%) pacientes NAO-CAR néo realizam

tratamento com essa medicacdo (Tabela 15 e Figura 7).

Tabela 15 — Associagio entre o uso de Hidroxiuréia e os haplotipos do gene da globina B°

HAPLOTIPOS
CAR. Homozigoto (24) CAR Heterozigoto (15) NAO CAR (10) Val
alor
No. (%) No. (%0) No. (%) P
Uso de HU 15 (62,5%) 5 (33,3%) 4 (40%) 0287
Nao uso de HU 9 (37,5%) 10 (66,7%) 6 (60%)

A comparacdo entre 0s grupos foi realizada pelo teste de qui-quadrado (*p<0,05).
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Uso de Hidroxiuréia em relagdo ao tipo de Haplétipo da BS globina

p=007

p=0,20 >
15 (62,5%)

< p=053 >
\\
\\
6
5 (33,3%) .
l B
~

Homo-CAR Hetero-CAR N3ao-CAR

s Uso de HU mmmm NaousodeHU ===-- Linear (Uso de HU)

Figura 7 — Uso de HU em relagéo a classificaco dos haplétipos da BS globina (Homo-CAR;Hetero-CAR
e Nao-CAR). Valor de p obtido pelo Teste Exato de Fisher.
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Uso de Hidroxiuréia em relagao ao tipo de Haplétipo BS globina
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B CAR/CAR H Outros haplétipos

Figura 8 - Uso de HU em relagdo a classificagdo dos haplétipos da B° globina (CAR/CAR versus outros
hapl6tipos). Valor de p obtido pelo Teste Exato de Fisher.

A figura 7 demonstra uma tendéncia onde os individuos com o haplétipo CAR, em

homozigose tendem a fazer maior uso de Hidroxiuréia em comparacdo aos individuos

heterozigotos e aqueles que ndo possuem nenhum cromossomo do tipo CAR.
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Ao reclassificar os haplotipos em dois grupos: CAR/CAR e outros, que inclui todos
0s outros tipos de gendtipos que ndo possuem o haplétipo CAR em homozigose, foi
observado gue os individuos CAR/CAR apresentaram um aumento significativo do uso de
HU (p = 0,02*) em relacdo aos outros (Figura 8). Esses achados estdo de acordo com a
literatura que descreve que os pacientes CAR/CAR apresentam os menores niveis de HbF
(5%) e tendem a ter quadro clinico mais grave e consequentemente dependentes da terapia
com HU (NAGEL 1984; COSTA et al,2006; CANCADO, 2007; SILVA FILHO et al,
2012).

5.3 CO- HERANCA COM ALFA-TALASSEMIA — Delecéo —a3.7 e —04,2

Sessenta e dois pacientes com AF foram genotipados para verificar a presenca das
delecdes mais comuns da a-tal (-0, - o#2, --SEA _FIL __THAL “_ (4)205 ¢ __MED)y "Quatorze
(22,6%) apresentaram co-heranca com a alfa-talassemia sendo que um (1,6%) era
homozigoto para a delecdo 3.7 (-o>/-a*>") e o restante (n=13; 21,0%) era heterozigoto para
as delecdes 3.7 ou 4.2 (12 -o>"/aa e 1 era -o*%/aa).

Os parametros hematolégicos e nimero de internacdo por CVO avaliados estdo
ilustrados abaixo (Tabela 16) e ndo mostraram diferencas significativas entre 0s grupos

com e sem co-heran¢a com a alfa-talassemia.

Tabela 16 — Par@metros clinico-hematolédgicos quanto a co-heranga com a-talassemia

CO-HERANCA COM ALFA-TALASSEMIA

NZo (48) sim (14)

Média + Desvio Padréao Valor

(minimo - mediana — maximo) p

8,89+1,56 8,40+1,36

Hb total basal (g/dl) (6,00-8,80-13,00) (6,00-7.85-11,0) 0,232
6,29+3 59 7,26+3,76

HbF basal (%) (1,00-5,85-17,00) (3,00-7,15-15,00) 0,381
o 7,35+2,79 7,81+3,68

Reticulocitos (%) (1,28-7,60-13,00) (2,37-6,82-15,57) 0620

586,60+255,36 527,35+142,13
DHL (U/L) (188,00-552,5-1200,00) (291,00-537,00-800,00) 2831
Numero de Internagdes por CVO 0(3%43%6 03)6?334 0,292

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05.
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N&o encontramos associacdo significativa entre os parametros estudados e a
presenca ou ndo da co-heranga com a alfa-talassemia, no entanto, outros estudos relatam
que a co-heranca leva ao aumento da hemoglobina total e diminuicdo dos reticulécitos e
por consequéncia diminuicdo da hemolise (EMBURY et al, 1982; STEINBERG et al,
1995).

Acreditamos que o fato de ndo termos encontrado essa associagdo deva-se ao
tamanho da amostra ou devido ao uso de HU, 6 (17,1%) dos pacientes com a co-heranca
saem da medicacao.

O quadro hemolitico atenuado apresentado pelos pacientes com co-heranga de -
talassemia (delecdo 3.7Kb) tem sido considerada como caracteristica importante para a
apresentacdo dos subfenotipos hemoliticos e vaso-oclusivo (KATO et al, 2007), fato que
aponta para a importancia desse marcador.

A co-heranca da talassemia alfa na AF leva a muitos questionamentos acerca da
atenuaco clinica ou melhor prognéstico (BELISARIO, VIANA, 2010). Adicionalmente,
outros estudos abordam que a talassemia causa impacto nos parametros laboratoriais,
sobrevida dos pacientes e eventos clinicos. As alteracdes sdo encontradas, principalmente
nos achados laboratoriais, que em sua maioria, denota aumento no nimero de hemécias,
concentracdo de Hb total e hematdcrito, diminuigcdo nas concentragdes de VCM, HCM,
CHCM, reticul6citos, contagem de leucécitos e intensidade da hemdlise (NAGEL e
STEINBERG, 2001; RUMANEY et al., 2014).

Adicionalmente, Nagel (1991) relatou que a a-talassemia exerce trés principais
impactos nos pacientes portadores de AF: modifica os parametros laboratoriais; afeta a
sobrevida geral e modula de maneira diferenciada a frequéncia de complicag6es clinicas.

A prevaléncia de a-Tal em individuos com AF no Brasil € comum, sendo que
algumas manifestacbes graves, como a doenga cerebrovascular, ocorrem com menor
frequéncia nos pacientes que possuem a coexisténcia de ambas as alteracdes génicas, o que
torna interessante a genotipagem de a a-talassemia nesses individuos. No entanto, apesar
da importancia da a-talassemia na modulacdo do fendtipo da AF, sua presenca ou auséncia
ndo permite prever, isoladamente, as caracteristicas clinicas da doenca (BELISARIO e
VIANA, 2010).
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5.4 POLIMORFISMOS DA HEMOGLOBINA FETAL
5.4.1 Frequéncias alélicas dos polimorfismos da HbF dos loci BCL11A

No SNPs rs4671393, o alelo selvagem G se encontra em maior frequéncia,
igualmente como para 0s SNPs rs766432 e rs11886868, em que o alelo selvagem esta em

predominancia. Todos os alelos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 17).

Tabela 17 - Frequéncias alélicas dos polimorfismos da HbF dos loci BCL11A

SNP N Gene Frequéncia pHWE
Posicéo Alélica
rs4671393 G=74% 0,5767
NC_000002.12:9.60493816 75 BCL11A A =26%
G>A
rs766432 A=64,3% 0,1184
NC_000002.12:960492835 84 BCL11A C =36,6%
A>C
rs11886868 C=2%9% 0,1092
NC_000002.12: 61M..60M 75 BCL11A T=71%
C>T

pHWE = valor do equilibrio para Hardy-Weinberg, valor de p obtido pelo Teste qui-quadrado.

5.4.2 Frequéncia dos gendtipos nos polimorfismos em BCL11A

Em relacdo aos polimorfismos localizados no loci BCL11A, para 0 rs4671393,
rs766432 e rs11886868, observamos maior frequéncia do gendtipo homozigoto GG, para

o selvagem AA e o selvagem TT, respectivamente (Tabela 18).
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Tabela 18 - Frequéncia dos gendtipos nos polimorfismos em BCL11A

NUmero de observacdes (n) Frequéncia (%)
Gendtipo rs 4671393 (G > A)
AA 06 8,0
AG 27 36,0
GG 42 56,0
Total 75 100,0
rs 766432 (A > C)
CC 14 16,7
CA 32 38,1
AA 38 45,2
Total 84 100,0
rs 11886868 (C >T)
CC 09 12,0
CT 25 33,3
TT 41 54,7
Total 75 100,0

5.4.3 Caracterizacdes dos niveis de Hb total basal, HbF basal e nimero de internacdes

por crise vaso-oclusiva quanto aos polimorfismos estudados

5.4.3.1 Polimorfismo rs 4671393

Observamos diferenca significativa entre os niveis de Hb F nos genotipos do SNP
rs4671393 (p=0,0199*). A mediana de Hb F para o grupo AA foi 12,1%, para o grupo AG
foi 6,9% e para GG foi 6,0%. Em relacdo, aos niveis de hemoglobina total basal e nUmero

de internacdes devido as crises vaso-oclusivas, ndo encontramos diferencas (Tabela 19).

Tabela 19 — Pardmetros clinico-hematoldgicos em relacdo ao rs 4671393

rs 4671393
AA AG GG
Média + Desvio Padréo Valor de p
(minimo - mediana — maximo)

Hb total basal 8,78+1,06 8,44+1,62 8,54+1,42 0,8770
(g/dI) (7,00-8,90-10,30) (5,70-8,30-11,90)  (5,50-8,45-11,60)
HbF basal (%) 11,80+3,90 6,36+3,10 6,78+3,73 0,0199*

(5,90-12,10-17,10) (1,90-6,9-15,30) (1,30-6,00-15,00)
Namero de 0,50+0,83 1,38+3,06 0,73+1,01 0,7343
Internacgdes por (0-0-2) (0-1-15) 0,0-3
CVO

Valor de p obtido pelo Teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05.

Em nosso estudo, o gendtipo AA do polimorfismo rs4671393 foi associado com o

aumento significativo da concentracgdo relativa de HbF (p<0,02) quando comparado aos
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demais gendtipos (Figura 9).

rs4671393

20 p = 0,0199*
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Figura 9 - Valores de HbF em relagdo aos gendtipos do rs4671393.

Esses achados foram similares aos descritos por Sankaran e colaboradores (2008),
que relataram que a presenca do alelo A, menos frequente nas populacées, influencia no
aumento do nivel de HbF por reduzir a expressao do gene BCL11A, o que confere menor
repressdo e aumento da expressdo dos genes y¢ e y* globina. Adicionalmente, outros
estudos, demonstraram que a frequéncia do alelo A do SNP rs4671393, influencia na
variagdo da hemoglobina fetal, conforme descritos no Brasil, EUA Tanzénia e Reino Unido
(MA et al, 2007; LETTRE et al, 2008; CARDOSO et al, 2014).

Em um estudo realizado numa populacdo de individuos com DF na Tanzéania
também se verificou um efeito acentuado dos alelos nos locus rs11886868 e rs4671393
sobre os niveis de expressdo de HbF, sendo que esta & notoriamente baixa quando ocorre
a presenca do alelo selvagem G em rs4671393 (3,7% para GG e 5,4% para AG
comparativamente com 8,1% para AA (MAKANI et al, 2011).

Embora ndo tenha ocorrido uma associagdo significativa, foi possivel observar
que os individuos com o genotipo AA tiveram menor média de internacdo devido a crise
vaso-oclusiva, o que esta de acordo com os achados de Wonkam e colaboradores (2017)
gue demonstrou que os individuos com esse gen6tipo apresentaram menor frequéncia de

crises vaso-oclusivas e nimero de internagdes.
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5.4.3.2 Polimorfismo rs766432

Encontramos associacdo estatisticamente significativa entre o numero de
internacOes para os diferentes geno6tipos (Figura 10), no entanto, ndo houve diferenca para

os niveis de Hb total e Hb F (Tabela 20).

Tabela 20 - Pardmetros clinico-hematoldgicos em relagdo ao rs 766432

rs 766432
AA CA CC
Meédia + Desvio Padréo Valor de p
(minimo - mediana — maximo)
Hb total 8,74+1,42 8,92+1,57 8,34+1,52 0,2392
basal (g/dl) (6,50-8,50-13,00) (5,50-9,00-11,90) (5,70-8,25-12,10)
HbF basal 7,74£3,65 6,06+2,83 7,31+4,31 0,3463
(%) (1,20-7,75-13,90) (1,90-5,50-12,80) (1,30-6,40-17,10)
Ndmero de 1,28+1,26 1,37+2,81 0,29+0,46 0,0235*
Internacdes (0-1,5-3,0) (0-0,5-15) (0,0,2)
por CVO

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05.

rs 766432
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Figura 10 - NUmero de internagdes em relagdo aos genétipos do rs766432.

Em relacdo aos valores de hemoglobina fetal, ndo encontramos diferengas entre os
trés gendtipos do polimorfismo rs766432, enquanto, Bhatnagar e colaboradores (2011),

relataram que o alelo selvagem A estd associado a niveis diminuidos de células F e
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consequentemente menor taxa de HbF, onde os homozigotos CC apresentaram duas vezes
mais células F, quando comparados aos AA.

Adicionalmente, Aleluia e colaboradores (2017), relataram que os homozigotos
para o alelo C de rs766432 apresentaram maior contagem de hemaécias, hematocrito,
concentracdo de hemoglobina e niveis de HbF, demonstrando que na presenca deste alelo
nos pacientes apresentaram melhor quadro clinico. Em nosso estudo, também observamos
que os homozigotos CC apresentaram menor taxa de internacdo devido as crises vaso-

oclusivas, corroborando com melhor quadro clinico nesses individuos.

5.4.3.3 Polimorfismo rs11886868

Em relacdo ao SNP rs11886868, nao foi observada diferenca significativa entre os
valores das medianas de Hb F e os gendtipos do rs11886868 (p=0,5430). A média de Hb F
para o grupo CC foi 6,57£3,99, para o grupo CT foi 7,24+3,92 e para TT foi 6,28+4,38.
Para os valores de hemoglobina total basal e numero de internagdes, também ndao
encontramos diferencas significativas (Tabela 21).

Tabela 21 - Pardmetros clinico-hematol6gicos em relagdo ao rs11886868.
rs 11886868

CC CT TT
Meédia + Desvio Padréo Valor de p
(minimo - mediana — maximo)
Hb total basal (g/dl) 8,58+1,67 8,76+1,43 9,10£1,55 0,6706
(5,50-8,60-12,10) (6,30-8,50-13,00) (6,50-8,50-11,00)
HbF basal (%0) 6,57+3,99 7,24+3,92 6,28+4,38 0,5430
(1,30-5,90-20,60) (1,20-8,00-17,10) (2,30-4,10-13,60)
Numero de Internacgdes 0,63+1,22 0,88+0,93 0,66+0,86 0,3119
por CVO (0-0-6) (0-1-3) (0,0-2)

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05.

Para o polimorfismo rs11886868, ndo foi encontrado diferenca estatistica
significativa entre os valores de HbF, diferentemente de um estudo realizado na india por
Bhanushali et al (2015) que avaliaram a influéncia desse polimorfismo em 240 pacientes
com AF e em 60 com o trago falciforme, onde os niveis de HbF obtidos foram de 20,4%;
19,6% e de 16,8 para os genotipos CC, CT e TT, respectivamente.

Esse efeito protetor dos alelos selvagens CC, foi confirmado por Uda e

colaboradores (2008) que constataram que o alelo C da regido rs11886868 no gene
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BCL11A esté associada com um melhor fen6tipo em pacientes com anemia falciforme,
devido ao aumento da producdo de hemoglobina fetal nos mesmos, nosso estudo, porém,
ndo revelou esse mesmo efeito.

Adicionalmente, Chaouch e colaboradores (2016), demonstraram que o alelo C do
rs11886868 e 0 alelo A do rs4671393 conferem um melhor fendtipo aos pacientes com AF.
No entanto, em nosso estudo, apenas o alelo A do rs4671393 foi associado ao aumento da
HbF, o que pode estar relacionado a grande miscigenacdo e heterogeneidade da amostra
estudada.

Um outro estudo de 2016, também demonstrou que BCL11A é um potente QTL
associado aos niveis enddgenos de HbF em uma coorte brasileira, no sul do pais, onde os
pacientes com SNPs em BCL11A (rs4671393e rs11886868) e além disso evidenciou que
esse SNPs estdo relacionados a maior eficacia terapéutica a Hidroxiuréia em relacdo a
sintese de HbF (FRIEDRISCH et al, 2016).
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6. CONCLUSAO

Esse estudo, avaliou no total, 87 individuos portadores de AF, sendo 60% do género
feminino, a idade do grupo variou entre 7 e 57 anos, com uma mediana de 23 anos, 49%
faziam uso de HU e esses apresentaram maior nivel de Hb total basal e menor dosagem de
DHL.

Demonstramos que os individuos com haplétipo CAR em homozigose sdo mais
adeptos a terapia com Hidroxiureéa.

Em relacdo a co-heranca com a-talassemia, dos 62 pacientes genotipados, 14 (22,6)
apresentaram co-heranca, sendo que um homozigoto (-a*'/aa>’) e o restante heterozigoto
para as delecdes (12 o>/oo e um era o*?/oq).

Quanto aos polimorfismos associados a variacdo da HbF, foram avaliados os SNPs:
rs4671393, rs766432 e 0 rs11886868, todos localizados no gene BCL11A.

Dos 75 individuos genotipados para o rs4671393, ndo encontramos associagdes
significativas entre os niveis de Hb total basal e nimero de interna¢Ges devido as crises
vaso-oclusivas. A mediana da Hb F para o gendétipo AA foi 12,10, e para AG e GG, foram
6,9 e 6,0, respectivamente, com diferenca significativa (p=0,0199%*), igualmente a outros
estudos, em que a presenca alelo A associa com o aumento da HbF.

Em relagéo, aos 84 pacientes genotipados para o rs766432, encontramos associa¢ao
estatisticamente significativa entre 0 nimero de internacdes.

A associacdo do SNP rs4617393 com o aumento da HbF encontrada nesse estudo,
confirma a importancia da andlise gendmica para melhor elucidacdo das variacGes
fenotipicas, sugerindo que a presenca do alelo A, possa conferir progndstico nos pacientes
com anemia falciforme.

Diante das evidéncias sobre a alta variabilidade fenotipica na doenca falciforme, a
contribuicdo desse estudo, que foi o primeiro no interior do Estado de Minas Gerais, foi
determinar a frequéncia da co-heranga com a alfa-talassemia no Servi¢co de Hematologia e
Hemoterapia da Universidade Federal do Triangulo/Hemocentro Regional de Uberaba,
além de consolidar o efeito protetor do alelo A dos SNPs rs4671393 no aumento dos niveis
de hemoglobina fetal, o que colaborar para o entendimento da modulagdo do fenétipo da
doenca e atuar como uma possivel ferramenta de acompanhamento clinico e de

prognostico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

o Avaliar o efeito do SNPs rs4617393 na resposta terapéutica com
Hidroxiuréia e sua relagdo com a sintese da HbF;

o Determinar os efeitos moduladores desse e de outros SNPs nos diferentes
fenotipos para que possam ser utilizados como ferramentas de progndstico e

acompanhamento clinico;
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ANEXO 01 - Parecer do CEP - UFTM

MINIS TERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDER \L DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (MG)
COMITI DE ETICA EM PESQUISA — CEP
Rua Madre Maria J+ ¢ 122 - 3° andar — Bairro Nossa Senhora da Abadia
38025-180 Uberaba-MG - TELFIFONE 34-3318-5776
1 mail: cep@pesgpg.ufim.edu.br

IDENTIFICAGAO
TITULO DO PROJETO: HAPLOTIPOS DE B-GLOBINA E SUA CORRELAGAO CLINICO-HEMATOLOGICA
EM PORTADORES DE DOENGA FA_CIFORME ATENDIDOS NO SERVICO DE HEMATOLOGIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO/HEMOCENTRO REGIONAL DE UBERABA
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: PAULO ROBERTO JULIANO MARTINS
INSTITUIGAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 30/05/2011
PR‘OTOCOLO CEP/UFTM: 1949

PARECER

De acordo com as disposicocs da Resolugdo CNS 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de | vsquisa aprovado. na forma (redagdo e metodologia) como foi
apresentado ao Comité.

Conforme a Resolugio 196 96, o pesquisador responsavel pelo protocolo deverd manter
sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentagdo referente ao protocolo
(formulario do CEP, anexos. relatorios e/ou Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento ao CEP ¢/ou 4 Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP.

Toda e qualquer alteragdo « ser realizada no protocolo devera ser encaminhada ao CEP,
para analise e aprovagdo.

O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apds o inicio da realizagdo do
projeto.

L heraba, 16 de Maio de 2014.

dres dos Santos

h do CEP/UFTM

Prof®. \na
Coordenadg

2% via



MINISTERIO DA EDEE ACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGUELO MINEIRO
DINCIFLINA BE HEMATOLOGIA E HEMOTERAMA

Memorando n® 6 1/DHH/UFTM

Uberaba, 14 de junho de 2012

Da: Disciplina de Hematologia e Hemoterapia
Ao :Comité de Etica da UFTM

Assunto: Extensgao do Projeto n°_1£_9.
—

A hemoglobina fetal (Hb F) e os haplétipos da globina BS sdo considerados como
fatores que modulam a scveridade da Doenga Falciforme. Sabe-se que 20% a 50% da
variagdo dos niveis de Hb F em pacientes com anemia falciforme sio atribuidos a trés
principais foci: o SNP C—T na posiglo -158 a 5" do gene Gy, a regido intergénica
HBSIL-MYB no cromossomo 6q e o gene BCLI /A no cromossomo 2pl5.

Assim, considerando o importante pape! da taxa de hemoglobina fetal sobre as
manifestagdes clinicas ¢ a evoluglio desta grave hemoblobinopatia, o estudo dos
polimorfismos (genes BCLI/A e HBSIL-MYB) poderia contribuir para o melhor
entendimento dos fatores genéticos que modulam o fendtipo da doenga falciforme.

Desta forma, solicitamos autorizagdo deste Comité para incluir no projeto a
andlise desses polimorfismos.

Informamos que 2 metodologia utilizada € a mesma descrita no projeto aprovado
por essc Comité, intitulado “Haplétipos de B-globina e sua correlagio clinico-
hematologica em portadores de doenca falciforme atendidos mo servigo de
hematologia da Uuniversidade Federal do Tridngulo Mineiro/Hemocentro Regional
de Uberaba™, registrado com o n® 1949/201 1.

Atenciosamente,
pw-&o \'{"&jaﬁ '“\”\S"-"H.Q N"g -
Dr. Paulo Roberto Juliano Martins
Prof. Associado da Disciplina de Hematologia ¢ Hemoterapia da UFTM & f’(ﬂ

N
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ANEXO 02 - PARECER DO CEP HEMOMINAS

Fundagiio Centro
de Hematologia e
Hemoterspia de
Minas Gerals

HEMOMINAS .

Belo Horizonte, 02 de margo de 2012

OFICIO N° 26 /2012
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FUNDACAO HEMOMINAS

Prezado Senhor Pesquisador, Paulo Roberto Juliano Martins

Encaminhamos o parecer consubstanciado referente ao seu projeto de pesquisa “Haplétipos da
p-globina e sua correlagdo clinica-hematolégica em portadores de Doenga Falciforme
atendidos o Servico de Hematologia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro € no
Hemocentro Regional de Uberaba”, n°® de registro 324. Seu projeto foi aprovado por nosso

Comité, e entdio, a partir deste momento, sua pesquisa pode ser desenvolvida no mbito da

| Fundag¢do Hemominas.

Desejamos boa sorte e sucesso em seu estudo.

Atenciosamente,

. é'm'\ Gk i@ )
‘ Sintone ¢ asd% irg; sws I
| secretaria do Comité de Etica em Pesquisa

I . . . T .
Fundagfo Hemominas
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ANEXO 03 -FOTOGRAFIAS DO ESTUDO MOLECULAR

e Haplétipos BS
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DIGESTAO - ENZIMA Xmnl - PRIMERS 12

Fotografia do gel de agarose 2% contendo produtos da PCR- RFLP, mostrando
sujeitos com os gendtipos (-/-) para o sitio de restricdo da enzima Xmnl.
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DIGESTAO - ENZIMA Hinf | - PRIMERS 910

Fotografia do gel de agarose 2% contendo produtos da PCR-RFLP, os individuos 12, 25 apresentam
genotipo (-/-), ja os individuos 93,92 apresentam genétipos (+/-) para o sitio de restricdo da enzima Hinf
I



2350 pb (LIS)
1800 pb (o)
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ALFA-TALASSEMIA:

Fotografia de um gel eletroforético de agarose corado com brometo de etidio com
os produtos amplificados da gap-PCR multiplex de 19 pacientes desse estudo. Nesta

podemos visualizar as bandas referentes a amplificacdo do gene LIS; do alelo a

normal e das delegdes -o* e -a*? em heterozigose conforme descrito na legenda.

Fotografia de um gel de agarose 1% pds-eletroforese e exposto a luz ultravioleta para identificacdo
dos produtos amplificados. A coluna 1 corresponde ao padrdo de peso molecular 1 Kb (DNA Ladder,
Invitrogen), as colunas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 &s amostras de sujeitos com
gendtipo normal caracterizado pela banda de 1800 pb do gene a-globina. A banda de 2350pb em
todas as canaletas é a do fragmento do gene LIS usado como controle positivo. Na canaleta 9 ha
uma amostra de individuo heterozigoto para a delegdo -a37, na qual se notam trés bandas, a do gene
LIS, a do alelo hibrido de dele¢do do gene o de 3,7 Kb de 2022/2029 pb ¢ outra do alelo o normal
de 1800 pb. As colunas 17 e 18 sdo de heterozigotos para as delecdes -a3” e -a*2 respectivamente,
sendo que a canaleta 18 apresenta trés bandas, a do gene LIS, a do alelo de deleg@o do gene o hibrido
de 1628kb e a terceira do alelo a normal de 1800 kb.

022 pb (-o7)

1628 pb (-a*?)
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o POLIMORFISMOS DA HbF: SNP rs4671393

@D 0 Nppodbpgo® E-
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533 pb —
334 pb

199 pb

Fotografia de gel de agarose 2% representativo do fragmento amplificado do gene BCL11A naregido
do polimorfismo rs4671393, digerido com Acu I.. Nos canais10, 11, 12 e 18 a enzima digeriu em
apenas um dos alelos (gendtipo AG). Nos canais 13,14,15,16 e 17 a enzima ndo digeriu na regido
do polimorfismo (genétipo GG). Peso molecular de 100 pb.





