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RESUMO

Embora a anemia falciforme (AF) resulte da homozigosidade de uma Unica mutacao, no
codon 6 do locus da B-globina, fenotipicamente, essa doenga € muito heterogénea, de
modo que diferentes pacientes podem apresentar evolugdes clinicas significativamente
distintas. As complicacbes nestes pacientes normalmente sdo decorrentes de
acometimento vascular causado pelo acumulo de hemédcias falcizadas nos vasos
sanguineos. Um dos eventos que vem sendo associados a complicagdes em diversas
doencas € o mecanismo de estresse oxidativo, o qual apresenta- se exacerbado em
pacientes com AF. Dentre as fontes de estresse oxidativo nestes pacientes estdo os
eventos de vaso-oclusdo e isquemia reperfusdo, os quais sdo muito frequentes. O
estresse oxidativo em niveis elevados pode danificar varias moléculas e posteriormente
prejudicar o organismo. Alguns polimorfismos em enzimas envolvidas na via de
estresse oxidativo foram associados com doencas vasculares como, hipertenséo, doenca
arterial coronéaria, doenca arterial periférica. Considerando que os pacientes com AF
apresentam complicacOes decorrentes de acometimento vascular, esses polimorfismos
podem estar contribuindo para as varias manifestacfes clinicas e, consequentemente,
para a gravidade da doenca. Este projeto se propds a avaliar trés polimorfismos em
genes envolvidos no mecanismo de estresse oxidativo em pacientes com AF e testar a
associacdo com o grau de gravidade da doenca. Os polimorfismos analisados foram o
C242T e -930 A/G no gene CYBA e 0 -413 T/A no gene HMOX-1. Os gendtipos foram
identificados por meio das técnicas de PCR e sequenciamento direto, e 0s escores de
gravidade foram obtidos através de indices de severidade, em 169 pacientes. O gendtipo
AA do polimorfismo -930 A/G apresentou-se associado com escores baixos de
gravidade, obtidos através do indice pediatrico, nas criangcas com anemia falciforme. O
gendtipo CT do polimorfismo C242T esteve associado com crises algicas e o gendétipo
TT do polimorfismo -413 T/A mostrou-se associado a niveis elevados de HbF, através
de andlises dos dados de todos os pacientes. De acordo com este estudo, sugerimos
novos marcadores geneéticos, os quais podem estar direta ou indiretamente envolvidos
com a gravidade da doenca em pacientes com AF na populacdo brasileira. Estudos

futuros em grandes coortes necessitam ser realizados para confirmar esses resultados.
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ABSTRACT

Although sickle cell anemia (SCA) results from the homozygosity for a single mutation
at codon 6 of the B-globin locus, phenotypically this disease is very heterogeneous, so
that different patients may have significantly different clinical outcomes. The
complications in these patients are usually caused by vascular impairment caused by the
accumulation of sickled erythrocytes in the blood vessels. One event that has been
associated with complications in several diseases is oxidative stress, which has
increased levels in SCA patients. Among the sources of oxidative stress in these patients
are the vaso-occlusion and ischemia reperfusion events, which are very common.
Oxidative stress at high levels can damage various molecules and subsequently damage
the organism. Some polymorphisms of enzymes involved in the oxidative stress
pathway have been associated with vascular diseases as: hypertension, coronary heart
disease, peripheral arterial disease. Considering that the complications in SCA patients
are due to vascular involvement, these polymorphisms may be contributing to the
various clinical manifestations and consequently to the severity of the disease. This
project proposes to evaluate three polymorphisms in genes involved in the mechanism
of oxidative stress in SCA patients and test the association with the severity of the
disease. The analyzed polymorphisms were C242T and -930 A/G in the CYBA gene and
the -413 T/A in the HMOX-1 gene. The genotypes were identified through PCR and
direct sequencing, and severity scores were obtained by severity indexes in 169 patients.
The AA genotype of the -930 A/G polymorphism was associated with low severity
scores, obtained from the pediatric index, in children with sickle cell anemia. The CT
genotype of the C242T polymorphism was associated with pain crisis and the TT
genotype of the -413 T/A polymorphism was associated with high levels of HbF, after
analyzing the data from all patients. According to this study, new genetic markers can
be suggested, which may be, directly or indirectly, involved with disease severity in
patients with SCA in the Brazilian population. Future studies in larger cohorts have to
be conducted to confirm these results.

viii



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AF anemia falciforme

AS heterozigoto para anemia falciforme

B beta

p° gene da beta globina com a mutagéo para anemia falciforme
CYBA gene “Cytochrome b-245, alpha polypeptide”

D direto

dbSNP banco de dados de SNP “ single nucleotide polymorphism database”
dL decilitro

DMSO dimetilsulfoxido

DNA acido desoxirribonucléico

dNTP didesoxinucleotideos

EDTA acido etilenodiaminotetracético

fL fentolitros (unidade de medida de volume igual a 10™ litro)
g grama

H,0 férmula da dgua

HbA hemoglobina Adulta tipo 1

HbA, hemoglobina Adulta tipo 2

HbAS hemoglobina AS

HbF hemoglobina Fetal

HbS hemoglobina S

HCI acido cloridrico

HMOX-1 gene codificador da enzima heme oxigenase isoforma 1
HO enzima heme oxigenase

HO-1 enzima heme oxigenase isoforma 1


http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidades_de_volume
http://pt.wikipedia.org/wiki/Litro

KCI cloreto de potéassio

L litro

LDH “lactate dehydrogenase”

M molar

mg miligrama

MgCl, cloreto de magnésio

mL mililitro

mM milimolar

NaCl cloreto de sodio

NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
ng nanograma

OMIM “Online Mendelian Inheritance in Man”
pb pares de bases

PCR “ polymerase chain reaction”
pH potencial hidrogenidnico
pmol picomol

g.s.p. quantidade suficiente para

R reverso

ROS “reactive oxygen species”
rpm rotacdes por minuto

rs “assigned reference SNP”
RSB “reaction stop buffer”

SDS “sodium dodecyl sulfate”
Taq Thermus aquaticus

TBE Tris/Borato/EDTA



TE

Mg
pL
Vv
VCM

WBC

°C

tampéo de eluigéo (Tris’EDTA)
unidades

micrograma

microlitro

relacdo volume por volume
volume corpuscular médio
“white blood cell”

gama

graus centigrados
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemoglobinas

A molécula da hemoglobina é uma proteina globular composta por quatro
cadeias globinicas associadas a grupos heme, como demonstrado na figura 1. As
hemoglobinas sdo encontradas nas hemécias, cuja principal funcdo é o transporte de O,

aos tecidos.

Cadeiap

Hemacias

Cadeiap

}

Hemoglobina

Figura 1. Molécula de hemoglobina e suas quatro subunidades, sendo duas delas o ¢ duas delas
[ com seus respectivos grupos heme ao centro.

As subunidades desta molécula sdo codificadas por um pequeno grupo de genes
(o e B) que sdo expressos sequencialmente durante o desenvolvimento. Os genes do
cluster a estdo agrupados no brago curto do cromossomo 16, enquanto os genes do
cluster B estdao agrupados no brago curto do cromossomo 11 (Antonarakisa et al., 1985).

O cluster dos genes o e B estdo demonstrados na figura 2.
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Clusterdo gene da a -globina

A Cromossomo 16
£ |/ k 5
L
c a4 sy

Clusterdo gene da B-globina
B Cromossomo 11

: ZJ—J'%

3
e Gy Ay o) B

Figura 2. Em A, esté representado o cluster do gene da a-globina localizado no brago curto do
cromossomo 16. Em B, esta representado o cluster do gene da B-globina localizado no bragco
curto do cromossomo 11.

Para cada estagio do desenvolvimento humano ha a producéo de hemoglobinas

especificas e estas estdo listadas abaixo.

Embrionaria:
= Gower 1 (§2¢2)
» Gower 2 (02¢€2)
= Hemoglobina de Portland ({2y2)

Fetal:
= Hemoglobina F (02y2)

Adultos:
= Hemoglobina A (02p2)
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= Hemoglobina A2 (0252)

Nos estagios embrionérios iniciais, o tetrdmero da hemoglobina Gower 1
consiste de duas cadeias ¢ (cluster B) e duas { (cluster o). Aproximadamente no inicio da
oitava semana de gestacdo, as cadeias produzidas sdo gradualmente substituidas pela
cadeia o adulta e duas diferentes cadeias fetais, designadas Gy e Ay. Durante o periodo
de transicdo entre 0s estagios embrionario ¢ fetal, as hemoglobinas Hb Gower 2 (02¢€2)
e Hb Portland ({2y2) sdo detectadas. A HbF (02y2) torna-se a hemoglobina
predominante ao longo do periodo fetal restante. Ap6s 0 nascimento, as cadeias y
gradualmente sdo substituidas pelas cadeias f e 6. Por volta do sexto més apds o
nascimento 97%-98% das hemoglobinas sdo formadas pelo tetramero 02p2 (HbA),
enquanto a HbA2 (0262) esta presente em aproximadamente 2% a 3%. Pequenas

quantidades de HbF sdo também encontradas no sangue adulto (Maniatis et al., 1980).

1.2. Anemia falciforme - Fisiopatologia e bases moleculares.

A anemia falciforme foi relatada pela primeira vez por Herrick, em 1910, o qual
observou células em forma de “foice” no sangue de um estudante negro que apresentava
anemia severa. Esta afeccdo é decorrente da substituicdo de uma adenina por uma
timina (GAG—GTG) no sexto coédon do gene da p-globina localizado no cromossomo
11, o que resulta na troca do aminoacido &cido glutdmico por valina, levando a
polimerizacdo das moléculas da hemoglobina anormal (hemoglobinas S ou HbS)
quando desoxigenadas (Frenette et al., 2007). Na figura 3 esta a representacdo de uma
fita de DNA da regido codificante do gene da beta globina sem apresentar alteracao e
outra fita da mesma regido apresentando a mutacdo da base A pela base T no sexto
codon, modificando o amino&cido para valina e, por consequéncia, levando a formagéo

das hemécias falcémicas.
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Sexto codon do gene
beta globina —\l,

A DNA CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC
GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG
chdq
Glutamico
Normal R .
Hemacias normais

DNA CAC GTG GAC TGA GGA CAC CTC
GTG CAC CTG ACT CCT GTG, GAG

Valina —_—

Mutante
Hemacias falcémicas

Figura 3. Em A, esta representado o inicio da regido codificante do gene da beta globina, onde o sexto
coddon ira codificar o aminoacido 4cido glutamico, gerando hemacias normais. Em B, esta representado o
inicio da regido codificante na qual se observa a troca da base A pela base T no sexto cdédon. Devido a
esta troca, este cddon ira codificar o aminodcido valina e hemécias falcémicas serdo geradas (modificado

de http://www.mdsaude.com/2008/12/anemia-falciforme-drepanoctica-e-trao.html).

A anemia falciforme ¢ resultante da homozigose do gene B>(gendtipo SS),
correspondendo a forma mais grave das sindromes falciformes. Ocorre o predominio da
producdo de HbS, auséncia de hemoglobina A (HbA), acompanhada de quantidades
normais de hemoglobina A, (HbA;) e aumento moderado de hemoglobina fetal (HbF).
Quando o gene BS aparece em heterozigose (traco falciforme, genotipo AS), ndo séo
observadas anormalidades hematoldgicas nos portadores. A morfologia eritrocitaria, o

nivel de hemoglobina, assim como os numeros de leucocitos e plaquetas sdo normais.

A hemoglobina S quando desoxigenada in vitro sob condi¢Ges proximas as
fisioldgicas, torna-se relativamente insollvel e agrega-se em longos polimeros, os quais

resultam do alinhamento de moléculas de hemoglobina S unidas por ligagdes nao
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covalentes (Steinberg, 1998). Na figura 4 estdo representadas as hemécias normais e
falcémicas dentro dos vasos sanguineos quando desoxigenadas. As heméacias falcémicas
tendem a perder sua elasticidade, levando a obstrucdo dos vasos sanguineos

principalmente na microcirculacéo.

A

Hemécia normal

Hemécia
normal

’ ‘
Desoxigenacédo

Obstrucéo do vaso por

Hemacia com falta de elasticidade —=
hemoglobinas mutadas 2§
_—> —lp
Desoxigenacéo

Hemacia falcémica

Figura 4. Em A, estd a representacdo das hemdcias normais quando desoxigenadas e a sua circulagdo
normal dentro dos vasos sanguineos. Em B, estd a representacdo das hemacias com hemoglobinas
mutadas. Quando desoxigenadas essas hemécias tendem a adquirir um formato tipico de foice,
apresentando pouca elasticidade e com dificuldade para atravessar vasos pequenos e bifurcacdes. Essa
falta de maleabilidade leva as hemécias a ficarem presas em regifes do vaso, causando obstrucéo do fluxo

sanguineo (modificado http://www.mdsaude.com/2008/12/anemia-falciforme-drepanoctica-e-trao.html).
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Somente a forma desoxigenada de hemoglobina S é passivel de polimerizacéo,
sendo este o principal evento na patogenia da anemia falciforme, resultando na alteragéo
da forma do eritrocito e na acentuada reducdo de sua deformabilidade. As células
rigidas com formas alteradas classicamente conhecidas como células em forma de foice
sdo responsaveis pela oclusao vascular e lesdo de tecidos que representam os fendbmenos

principais dessa doenca (Steinberg, 1998; Bunn, 1997).

O fendmeno de “falcizagdo” pode ser reversivel apds a reoxigenacdo. Contudo, a
repeticdo desse fendmeno pode causar lesdes de membrana em algumas células
suscetiveis, fazendo com que a rigidez e configuracdo em forma de foice persistam
mesmo apods a reoxigenacdo. Esses eritrocitos denominados “células irreversivelmente
falcizadas” permanecem com a forma anormal mesmo na auséncia de polimerizagdo
intracelular da hemoglobina. As células irreversivelmente falcizadas em decorréncia de
sua acentuada rigidez tém diminuicdo de sua vida média, contribuindo para a anemia
hemolitica dos pacientes eritrofalcémicos. O quadro clinico da anemia falciforme
depende substancialmente da ocorréncia de lesdes organicas causadas pela obstrucédo
vascular e das chamadas “crises de falcizagdo”. Em geral, a vaso-oclusdo na anemia
falciforme ocorre na microcirculacdo, podendo contudo, afetar grandes artérias

principalmente nos pulmdes e no cérebro (Bunn, 1997).

1.3. Prevaléncia

A maior prevaléncia da anemia falciforme ocorre na raca negra, sendo sua maior
incidéncia na Africa, embora seja também encontrada em paises Mediterraneos,
principalmente na Grécia, Italia, Israel, Ardbia Saudita, india e nos negros americanos.
Nos Estados Unidos a forma heterozigota também conhecida como traco falciforme,
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afeta aproximadamente 8% da populacdo de raca negra e o numero de recém-nascidos
portadores da forma homozigota esta estimada em 1/625. No Brasil as frequéncias
variam de 5 a 10% de heterozigotos AS em descendentes de africanos, sendo que no
Estado de S&o Paulo esta frequéncia é pouco menor que 2% (Salzano, 1985; Paixao,
2001). A estimativa € de que somente no Brasil haja aproximadamente 2 milhdes de

heterozigotos AS (Steinberg, 1998).

1.4. Diagnostico laboratorial

O diagndstico laboratorial da anemia falciforme é feito através de eletroforese de
hemoglobina, focalizacdo isoelétrica ou cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). As cadeias 3 globinicas sdo detectaveis em fase precoce da vida fetal, a partir
da 10% a 122 semana de gravidez, o que possibilitaria o diagnostico pré-natal da anemia

falciforme (Serjeant, 1999).

Os classicos dados laboratoriais de hemdlise sdo observados: elevagdo de
bilirrubina indireta, reducdo de haptoglobina, elevacdo de urobilinogénio urinario e
hiperplasia eritroide na medula 6ssea. A leucocitose, alteracdo nem sempre relacionada
com processo infeccioso, pode ser observada mesmo na fase estavel. A contagem de
plaquetas estd em geral elevada, podendo atingir até 1.000.000/ul. As provas de
coagulagdo séo em geral normais durante a fase estavel, mas durante os episodios vaso-
oclusivos alguns testes podem apresentar alteracbes caracteristicas de

hipercoagulabilidade (Steinberg, 1998; Bunn, 1997; Platt et al., 1994).
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1.5. Modulacéo genética da diversidade fenotipica da anemia falciforme

Embora a anemia falciforme resulte da homozigosidade de uma Gnica mutacéo,
na posicdo 6 do locus da B-globina, fenotipicamente, essa doencga € muito heterogénea,
de modo que diferentes pacientes podem apresentar evolucdes clinicas
significativamente distintas. Dentre os moduladores conhecidos ha a HbF (Platt et al.,
1994), esta por ndo conter a cadeia da B-globina em sua composi¢do inibi a
polimerizacdo das Hemoglobinas S quando desoxigenadas, impedindo o fendmeno de
falcizacdo. Outros possiveis moduladores desta variabilidade fenotipica sdo o0s
haplotipos do gene da B-globina, a regido controladora da expressdo do complexo do
gene da B-globina (LCR — Locus control region), mutacdes que causam persisténcia
hereditaria de hemoglobina fetal e alfa-talassemia (Platt et al.,1994; Ohene-Frempong et

al., 1998; Sarnaik & Ballas, 2001; Sebastiani et al., 2005).

Com relagdo aos haplotipos do gene da B-globina, estes sdo definidos por
polimorfismos do DNA em cis ligados ao complexo deste gene como representado na
figura 5. A denominagdo dos haplétipos foi derivada da regido geogréafica onde cada
hapl6tipo apresentou sua prevaléncia mais elevada, sendo eles: Benin, CAR, Senegal e
Arabe-Indiano. Os hapldtipos podem ser utilizados como marcadores de caracteristicas
genéticas em cis, herdadas juntamente com o gene p°, podendo influenciar a expressio
dos genes y-globina, e consequentemente, os niveis de HbF. Os haplotipos Senegal e
Arabe-Indiano estfo associados a niveis elevados de HbF, enquanto que Benin e CAR a
niveis menores de HbF. No Brasil, os hapldtipos predominantes sdo Benin e CAR

(Steinberg, 1998; Bunn, 1997).
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Figura 5. Locus do gene da B-globina contendo polimorfismos, representados em azul , onde
de acordo com a presenca ou auséncia destes polimorfismos é determinado o haplétipo do
paciente. Os hapl6tipos podem ser Benin, CAR, Senegal e Arabe.

E frequente a associacio entre anemia falciforme e alfa-talassemia, sendo que
em negros, ela deriva quase exclusivamente da delecdo de um dos genes da globina alfa.
No Brasil, cerca de 20% dos negros sdo heterozigotos para alfa-talassemia. As
consequéncias dessa associa¢do sdo: reducdo do volume corpuscular médio (VCM),
menor namero de reticuldcitos, menor grau de hemdlise e maior concentracdo de
hemoglobina, quando comparado com pacientes apresentando genotipo normal para 0s
genes da globina alfa. Aparentemente, Ulceras de perna, acidente vascular cerebral e
anormalidades da retina sdo menos frequentes em pacientes com anemia falciforme

associada a alfa-talassemia (Steinberg, 1998).

1.6. Quadro clinico

O quadro clinico nas doengas falciformes € variavel e derivado, primariamente,
da oclusdo vascular €, em menor grau da anemia. Praticamente todos os 6rgaos podem

ser afetados pela oclusdo vascular. Geralmente os eventos clinicos ocorrem apos 0s seis
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meses de vida, pois antes desta idade a alta concentracdo de HbF é capaz de inibir a
falcizacdo (Bunn & Forget, 1986). O curso clinico da anemia falciforme é bem
diversificado, podendo apresentar desde crises temporarias leves de dor ou até mesmo

crises graves, levando ao risco de vida (Odenheimer, 1983).

As manifestacbes clinicas observadas nos pacientes com doenca falciforme
incluem:

o Anemia crénica: geralmente é moderada ndao sendo uma fonte principal de
morbidade. Entretanto, a presenca de uma infeccdo viral, tal como infeccao por
Parvovirus B19, pode causar maior gravidade levando ao risco de vida.

o Crise Ossea: provém da isquemia aguda ou infarto da medula éssea, acometendo
mais comumente 0s 0ssos longos das extremidades (Umero, fémur, tibia), coluna
vertebral e arcos costais.

o Crise algica: caracterizada como crise de dor, geralmente, devido a episddios de
vaso-oclusdo, que ocorrem devido a obstrucdo dos vasos sanguineos pelas
células falciformes, ocluindo os capilares causando infartos e disfuncdo dos
6rgédos acometidos.

o Crise abdominal: caracterizada por dor abdominal difusa de inicio subito,
associada a distensdo e sinais de irritacdo peritoneal.

o Crise hepatica: tipo de crise abdominal, decorrente da obstrucdo dos sinusoides
hepaticos, levando a uma hepatite isquémica aguda.

o Sindrome toracica aguda: caracterizada pelo aparecimento de um infiltrado
pulmonar radiolégico recente com sintomas respiratorios e dor toracica. A

génese é multifatorial, predominando a infec¢do pulmonar na crianga e o infarto
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pulmonar no adulto. Um dos agentes infecciosos mais comuns € o S.
Pneumoniae.

Acidente vascular cerebral: uma das complicacBes mais sérias da anemia
falciforme. As lesdes neurolégicas podem resultar em déficit mental,
frequentemente hemiplegia, afasia e paralisia de nervos cranianos.

Priapismo: definido como uma erecdo prolongada e bastante dolorida; se nao
tratado corretamente esta associado & impoténcia. E decorrente do afoicamento
de hemacias obstruindo os sinuséides do corpo cavernoso.

Sequestro esplénico: ocorre por um fenbmeno vaso-oclusivo nos sinusoides
esplénicos, dificultando a drenagem venosa do bago. O bago aumenta
agudamente de tamanho, provocando anemia grave, muitas vezes caracterizada
como a primeira manifestacdo clinica da anemia falciforme.

Retinopatia falciforme: provém da obstrucdo das arteriolas retinianas, levando
ao processo isquémico e a perda visual do paciente.

Ulceras de perna: frequentes em pacientes falcémicos dos paises de clima
tropical. As Ulceras sdo decorrentes da isquemia cronica da pele e subcutaneo e
podem sofrer infeccdo bacteriana secundaria, dificultando a sua cicatrizacdo

(Bunn & Forget, 1986).

1.7. Anemia falciforme e os indices de gravidade

Pelo fato dos pacientes com anemia falciforme apresentarem graus de severidade

muito variados, alguns indices foram publicados, na tentativa de identificar os pacientes

mais graves, como o indice proposto por Sebastiani et al. (2007) (indice geral), o qual

através de uma série de informacGes clinicas e laboratoriais de cada paciente permite

que se estime a chance de morte em até 5 anos. Os escores deste indice variam de 0 a 1,
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sendo que, quanto mais proximo de 1, maior a chance de morte do paciente em cerca de
5 anos. Outro indice publicado por Xandra et al. (2010) é um indice pediétrico, o qual
atribui um escore as criangas com anemia falciforme, de acordo com a gravidade do
paciente, através de dados clinicos e laboratoriais. Os escores deste indice variam de 0 a
270, onde pacientes com valores proximos de 270 apresentam maior gravidade da

doenca.

1.8. Anemia falciforme e o estresse oxidativo

Ha alguns anos a via de estresse oxidativo vem ganhando bastante atencdo por
revelar-se associada a diversas doengas como o cancer (Freeman & Crapo, 1982), a
porfiria intermitente aguda (Hermes-Lima et al., 1991), processos inflamatdrios (Flohé
et al., 1985), neurodegenerativos (Cohen, 1985) e a varios tipos de doencas
cardiovasculares (Dhalla et al., 2000; Gizi et al, 2011). Outra doenca, na qual o estresse
oxidativo também foi considerado um importante fator patogénico, € a anemia de
Fanconi, uma desordem genética que afeta principalmente a medula dssea, gerando uma
reducdo na producdo de todos os tipos de células sanguineas do organismo (Wei et al.,

2008).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo de radicais
livres e a capacidade de defesa antioxidante (Sies, 1986). Este encontra-se bastante
elevado em pacientes com anemia falciforme, provavelmente, devido a grande geragéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante alguns eventos como as lesdes de
isquemia reperfusdo e eventos vaso-oclusivos. O estresse oxidativo gerado por esses
eventos juntamente com a instabilidade das hemacias falcémicas geram grande
atividade do mecanismo de hemolise. O aumento da hemolise pode causar sérios danos

ao organismo uma vez que, ao ocorrer o processo de hemolise o grupo heme presente na
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hemoglobina é liberado e o heme livre torna-se reativo podendo reagir e danificar outras

moléculas (Vercellotti et al., 1994; Jeney et al., 2002).

Para confirmar a hip6tese do aumento do nivel de estresse oxidativo em
pacientes com anemia falciforme Repka et al. (1991) observaram niveis elevados de
biomarcadores de estresse oxidativo nestes pacientes, e em estudos complementares
constataram que as complicagbes observadas na anemia falciforme eram resultantes do
estresse oxidativo elevado nas hem@cias, leucocitos, células endoteliais (Dhalla et al.,
2000; Repka et al.,1991; Klings & Farber, 2001; Morris et al., 2008), e plagquetas
(Tomer et al., 2001; Ataga & Orringer, 2003). Outros estudos revelaram que as células
falciformes geram aproximadamente duas vezes mais ROS do que a Hemoglobina A

(Chirico and Pialoux, 2012).

O estresse oxidativo das hemacias falcémicas muitas vezes é decorrente de
producdes elevadas de ROS durante a desoxigenacdo da HbS nos tecidos (Lux et al.,
1976) esse aumento na producdo de ROS contribui fortemente para a instabilidade
destas hemacias falcémicas, e consequentemente, a maior taxa de hemdlise no

organismo (Klings & Farber, 2001).

Os danos gerados pelo estresse oxidativo ocorrem particularmente durante crises
vaso-oclusivas e crises toracicas agudas em consequéncia da alta producdo de ROS
(Klings & Farber, 2001; Robert et al., 1982). Além destes eventos, 0s pacientes
falcémicos apresentam também a geracdo de ROS em episddios de isquemia reperfusdo
que é definida como danos causados aos tecidos quando o sangue retorna para o tecido
depois de um periodo de isquemia. A auséncia de oxigénio e nutrientes do sangue cria
uma condicao na qual o restabelecimento da circulacao resulta na inflamacdo e no dano

oxidativo ao inves de restauracdo da funcdo normal (Kaul & Hebbel, 2000;
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Osarogiagbon et al., 2000). Esses danos oxidativos gerados tanto pela vaso-oclusdo
quanto pela isquemia reperfusdo levam a uma resposta inflamatéria (Carden & Granger,
2000). A inflamagdo associada com adesdo de leucdcitos no endotélio vascular e
subsequentes lesdes endoteliais vasculares parecem contribuir para a patogénese da
anemia falciforme (Kaul & Hebbel, 2000; Osarogiagbon et al., 2000; Hebbel, 1997;
Belcher et al., 2000; Belcher et al., 2003), podendo causar inimeras complicacdes tais
como necrose avascular de 0ssos, infarto retiniano, acidente vascular cerebral, sindrome

toréacica aguda, hipertensdo pulmonar e Glcera de pele (Serjeant, 1992).

1.9. Os radicais livres

O oxigénio é extremamente importante para a producao eficiente de energia em
todos os organismos aerdbicos. Entretanto, devido a sua estrutura eletrénica, podem ser
formados radicais livres durante a reducdo parcial desta molécula, que é altamente
oxidante (Halliwell & Gutteridge, 1991; Pardini, 1995). Os radicais livres sdo espécies
capazes de existir independentemente e contém um ou mais elétrons desemparelhados.
Deste modo, esta caracteristica confere uma alta reatividade aos mesmos. Entre as
formas de radicais livres estdo o radical organico triclorometil (CCl3’), o éxido nitrico

(NO) e as ROS (Halliwell, 1993).

O termo ROS esta relacionado ndo somente aos radicais livres derivados de
oxigénio, como o anion superoxido (O;) e o radical hidroxil (*OH), mas também com
as moléculas ndo radicalares de alta reatividade como o perdxido de hidrogénio (H,0,),

0 oxigeénio singlete (Oy) e 0 0z6nio (O3) (Maines, 1997).

As ROS reagem com varios componentes celulares, sendo altamente toxicos. A

oxidacdo pode ocorrer em varias biomoléculas, como aminoacidos, alterando a
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atividade enzimatica ou a conformacdo de proteinas; nos &cidos nucléicos, causando
mutacBes (Otterbein et al., 2003); clivando ligagcdes peptidicas (Davies, 1987) e,
principalmente atuando na peroxidacdo dos lipideos, que sdo altamente tdxicos a célula
(Esterbauer, 1986) e acabam por modificar a membrana celular (Richter, 1987), desta

forma desencadeando o processo de hemdlise celular.

As ROS sdo produtos normais do metabolismo celular, necesséarios para a fungéo
normal da célula. No entanto, a superproducdo de ROS é prejudicial ao organismo. As
ROS podem ser produzidas através da respiracdo mitocondrial ou a partir de vérias
oxidases, incluindo NADPH oxidase (NOX), xantina oxidase (XO), ciclo oxigenase
(COX), e lipoxigenase. O corpo humano contém multiplos sistemas antioxidantes

naturais para remocao de ROS prejudiciais (Afonso et al, 2007).

1.10. O sistema vascular e dano oxidativo: O complexo NADPH

A enzima pré-oxidante Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase
(NADPH oxidase) € uma das principais fontes de ROS no sistema vascular, sendo
representada na figura 6. Este complexo transfere elétrons para a molécula de oxigénio
produzindo o superdxido, que representa um dos radicais livres que contribui para o

estresse oxidativo (Griendling et al., 2000).
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Figura 6. Representacdo da enzima antioxidante NADPH oxidase e suas subunidades e o
processo de producdo de radicais livres, a partir da transferéncia de elétrons & molécula de O,
gerando o superdxido que contribui para o estresse oxidativo no organismo.

A NADPH é um complexo de enzimas que foi primeiramente descrito em
membrana celular de leucécitos fagociticos, caracterizado como NADPH oxidase
fagocitica (Verhoeven et al., 1991), e em seguida, em células da parede dos vasos
sanguineos (células endoteliais, células do musculo liso e fibroblastos), caracterizada
como NADPH oxidase vascular (Griendling et al., 2000 ). O complexo NADPH é
constituido por vérias subunidades, duas delas associadas & membrana, uma de tamanho
maior denominada gp91lphox,e outra de tamanho menor p22phox ,conhecida como
flavocitocromo b558, a qual contém todo o aparato de transporte de elétrons da NADPH
oxidase. Existem outras trés subunidades citosolicas (p47phox, p67phox e p40phox) e
uma de baixa massa molecular a G-proteina (Rac2). Quando a célula estd em repouso
seus componentes ficam separados. Quando a célula recebe um estimulo essas

subunidades dispersas se reinem e o complexo é ativado (Quinn & Gauss, 2004; Cross,
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& Segal, 2004). Desse modo, é possivel sugerir que mutagdes em algumas dessas
subunidades possam interferir na atividade do complexo NADPH oxidase, alterando a

producdo de ROS.

1.10.1. Polimorfismos na subunidade p22phox

O complexo NADPH oxidase vascular € uma das principais fontes de radicais
livres, tais como anion superoxido, o qual € um precursor para uma variedade de
oxidantes potentes em vasos sanguineos humanos (Cahilly, 2000). A subunidade
p22phox é um dos componentes principais da NADPH oxidase, essencial para a
montagem e ativacdo do complexo e desempenha um papel critico na producdo de ROS

na parede do vaso (Ushio-Fukai, 1996).

O gene Cytochrome b(-245), Alpha Subunit (CYBA), OMIM: +608508, codifica
a subunidade alfa, também conhecida como cadeia leve do citocromo b(-245),
denominada p22phox, a qual é uma das subunidades do complexo NADPH oxidase.
Este gene esté localizado no cromossomo 1624 contendo 6 exons, sendo demonstrado
na figura 7 (Dinauer et al., 1990). Estudos recentes tém demonstrado que polimorfismos

neste gene como 0s C242T e 0 -930 A/G estdo associados com algumas doencas.

ATG

930 A/G C242T

Figura 7. Representacdo do gene CYBA e localizagcdo dos polimorfismos -930 A/G e C242T
(Adaptado de Zalba et al., 2009).
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O polimorfismo C242T (rs 4673) no gene CYBA resulta em uma substituicdo de
histidina por tirosina no residuo 72, o qual esta localizado no sitio de ligacdo do grupo
heme do citocromo b. Devido ao residuo de histidina estar localizado nesta regido de
ligacdo, tem sido sugerido que a substituicdo altere a funcdo oxidativa do complexo
NADPH (Shimo-Nakanishia et al., 2004; Whitehead, 2001). Este polimorfismo, C242T,
foi relatado como um novo fator de risco patogénico para algumas doengas como
acidente vascular cerebral em pacientes japoneses (Ito et al., 2000), hipertensdo em
pacientes ingleses (Zalba et al., 2004), e para pacientes com doenca arterial coronaria,
em uma populagéo Italiana (Nasti et al., 2006). Entretanto outros estudos sobre a doenca
arterial coronaria apresentaram resultados conflitantes, relacionando o alelo T como
fator protetor para a doenca (Inoue et al., 1998), enquanto que em outros estudos
nenhuma relagcdo foi encontrada entre o polimorfismo C242T e a doenga arterial

coronaria (Gardemann et al., 1999; Li et al., 1999).

Outro polimorfismo também estudado € o -930A/G (rs 9932581), localizado na
regido promotora do gene CYBA (Moreno et al., 2003). Especula-se que este
polimorfismo tenha um efeito funcional na modulacdo da atividade transcricional do

gene CYBA (San et al., 2004).

Trabalhos realizados por Moreno e colaboradores em 2003 relataram a
associagao do polimorfismo -930 A/G com a hipertensdo em 156 individuos em uma
populacdo espanhola. O haplétipo contendo o alelo G do polimorfismo -930 A/G,
juntamente com o alelo T do polimorfismo C242T citado anteriormente, esta associado
ao risco aumentado de asma (lzakovicova et al., 2009). J& estudos comparando
genotipos para o polimorfismo -930A/G encontraram associagao entre o genotipo GG e

hipertensdo, em uma populacdo masculina japonesa (Kokubo et al., 2005). Entretanto
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estudos na populacdo brasileira ndo encontraram associagdo entre o polimorfismo e
danos em Orgdos de pacientes hipertensos (Sales et al., 2007). Da mesma forma o
polimorfismo ndo foi associado com nefropatia diabética secundaria para diabetes

mellitus tipo 2 em 612 individuos chineses (Lim et al., 2006).

1.11. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas que, em baixas concentracBes (quando
comparadas as moléculas oxidaveis), sdo capazes de prevenir ou inibir a oxidacdo de
substratos. Os antioxidantes podem ser ndo enzimaticos, como por exemplo, o acido
ascorbico, a glutationa e o acido Urico ou entdo, enzimatico, como as enzimas heme
oxigenase (HO), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(Se-GPx). Quando ha um desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes a favor dos

pré-oxidantes ocorre o chamado estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1989).

1.12. O sistema vascular e dano oxidativo: Heme Oxigenase - HO

Na anemia falciforme a taxa de hemdlise é muito alta, devido a grande
instabilidade dos eritrocitos. Desta forma, a liberacdo do ferro heme reativo é muito
elevada nesta doenca. A molécula heme livre em excesso pode causar dano celular e
lesdo tecidual, uma vez que o heme catalisa a formacdo de ROS, resultando em estresse
oxidativo (Vercellotti et al., 1994; Jeney et al., 2002). Uma maneira que 0 organismo
encontrou para se proteger contra o excesso de heme livre, produzido durante a

hemolise, foi através da enzima heme oxigenasse (HO) e a ferritina (Balla et al., 1992).
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A HO é uma enzima antioxidante que age na quebra do anel porfirinico do heme
para produzir biliverdina, ferro livre, e mondxido de carbono, desempenhando assim um

papel vital na citoprotecdo de tecidos (Figura 8) (Otterbein et al., 2003).

Heme

Bilirrubina x Biverdina
Biverdinaredutase

Figura 8. Representagdo da funcdo da enzima HO. Esta enzima se liga ao grupo heme livre
reativo, liberando uma molécula de ferro e uma molécula de CO, produzindo a biliverdina que
em seguida é convertida em bilirrubina pela biliverdina redutase.

Trés isoformas da HO foram descritas, das quais duas sdo expressas
constitutivamente, a heme oxigenase 2 (HO-2) e a heme oxigenase 3 (HO-3),
(Rublevskaya & Maines, 1994; McCoubrey et al., 1997), e uma isoforma induzivel a
heme oxigenase 1 (HO-1), que é transcricionalmente induzida por uma variedade de
agentes, tais como o heme, oxidantes, hipOxia, endotoxinas e citocinas (Maines, 1997).
Estudos mostraram que a superexpressdo da HO-1 melhora a inflamagéo, em parte,
atraveés de sua capacidade de inibir a expressdo de moléculas que se aderem as células
endoteliais e aos leucocitos in vivo e in vitro (Wagener et al., 2001; Soares et al., 2004;

Wagener et al., 1999). Outros trabalhos complementares mostraram que a inducdo de
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HO-1 protege os tecidos e as células contra a isquemia reperfusdo, estresse oxidativo,
inflamacéo, rejeicdo de transplantes, apoptose e proliferacdo celular (Otterbein et al.,
2003; Wagener et al., 2003). Por outro lado, a deficiéncia em HO-1 em seres humanos e
camundongos mostrou maior propensdo as lesbes oxidantes (Wagener et al., 1999;
Yachie et al., 1999; Kawashima et al., 2003) e ao aumento da expressdo de moléculas
de adesdo (Hayashi et al., 1999; Rucker et al., 2001). Assim, é possivel supor que a HO-
1 desempenhe um importante papel anti-inflamatorio, em particular na anemia

falciforme.

1.12.1. Polimorfismos no gene HMOX-1

A enzima heme oxigenase 1 é codificada pelo gene HMOX-1, o qual estd
localizado no cromossomo 22q13.1, apresentando 6 exons, OMIM: +141250. Neste
gene o polimorfismo -413 T/A (rs 2071746), presente na regido promotora, vem sendo
estudado e associado a algumas doencgas. Analises feitas para este polimorfismo
relataram que o alelo A tem uma atividade significativamente aumentada da enzima em
relagdo ao alelo T. Neste mesmo estudo Ono et al., em 2004 associaram o gendtipo AA
com a reducdo da incidéncia de doenca isquémica do coragdo, e em outros estudos foi
observado um efeito sinergético do gendtipo TT juntamente com outro polimorfismo do
gene GSK3b, de forma que este efeito sinergético ofereceu quatro vezes mais risco de
individuos desenvolverem doenca de Parkinson (Infante et al., 2010). Outros estudos
relacionaram o genétipo AA com a incidéncia elevada de hipertensdo em mulheres
japonesas (Ono et al., 2003). Associagéo foi relatada também entre a presenca de apenas
um alelo A e a sobrevida de enxerto apos transplante de figado (Buis et al., 2007).
Entretanto, estudos sobre artrite reumatdide e possivel associacdo com o polimorfismo

ndo obtiveram nenhuma significancia estatistica (Rueda et al., 2007).
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Desta forma, por esses polimorfismos estarem associados a doengas vasculares e,
devido as vérias complicagbes na anemia falciforme serem geradas por
comprometimento vascular, acreditamos que 0s mesmos desempenhem um importante
papel no desenvolvimento das manifestagdes clinicas em pacientes com anemia

falciforme.

1.13. Justificativa

Estudos realizados por Repka e colaboradores, 1991, em pacientes com anemia
falciforme detectaram niveis de estresse oxidativo elevados, e posteriormente
associaram o estresse oxidativo as vérias complicagdes observadas na doenga. Alguns
polimorfismos em genes envolvidos na via de estresse oxidativo, tiveram forte
associacdo com algumas doencas vasculares. Desta forma, considerando que as
complicagdes na anemia falciforme séo frequentemente decorrentes de acometimento
vascular, esses polimorfismos poderiam estar contribuindo para o desenvolvimento de

um quadro clinico mais grave nesta doenca.
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2. OBJETIVO

Analisar os polimorfismos C242T e -930 A/G presentes no gene CYBA e o
polimorfismo -413 T/A presente no gene HMOX-1 e realizar a associagdo entre os
genoétipos e os escores de gravidade obtidos a partir do indice geral e do indice

pediatrico nos pacientes com anemia falciforme.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

O recrutamento de pacientes portadores de anemia falciforme foi realizado pelo
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — HEMOPE localizado em
Recife/PE, no periodo de junho de 2010 a agosto de 2011. Para esta pesquisa foram
selecionados 169 pacientes com idade entre 3 e 48 anos, ndo relacionados (ndo mais de
um paciente por familia). Todos os pacientes sdo provenientes do Estado de
Pernambuco.

O protocolo de pesquisa segue os principios enunciados na Declaracdo de
Helsinque, assim como as determinac6es do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — HEMOPE. Os pacientes selecionados
para o estudo foram informados sobre os objetivos e métodos da pesquisa, podendo ou
ndo aceitar participar da mesma, sem constrangimento ou modificacdo de sua
assisténcia médica. O projeto possui aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa Centro

de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — HEMOPE (Anexos 4 e 5).

3.1.1. Critérios de incluséo

Para que fossem incluidos no estudo, os pacientes deveriam preencher 0s

seguintes critérios:

e Idade acima de seis meses (devido neste periodo os niveis HbF serem altos, em

consequéncia a auséncia de manifestacdes clinicas);

e  Ter realizado a Gltima transfusdo em no minimo 3 meses, para assegurar que a

amostra de DNA analisada seja do proprio paciente;
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e Pacientes ndo relacionados (para esse critério o nome da mde e do pai foi

verificado para ndo haver risco de incluir irmédos ou até mesmo o0s pais na amostra)

3.1.2. Critérios de exclusao

A presenga de qualquer dos seguintes critérios resultou em excluséo do paciente

do estudo.

e Presenca de outra hemoglobinopatia como: alfa-talassemia ou beta-talassemia;

e Estar em regime de transfuséo.

3.1.3. Amostra da populacéo do Estado de Pernambuco

Devido ao fato de ndo haver informacgdes sobre estes trés polimorfismos na
populacdo de Pernambuco foram realizadas as analises genotipicas em 111 individuos
negros saudaveis (ndo portadores do traco falciforme), doadores de sangue,
provenientes do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco, para se

conhecer a frequéncia alélica e genotipica destes polimorfismos nesta populacéo.

3.2. Métodos
3.2.1. Coleta dos dados clinicos e laboratoriais

Para atribuir os escores de gravidade aos pacientes, foi necessaria a coleta de
dados clinicos e laboratoriais. Essa coleta foi obtida a partir da consulta aos prontuarios
de todos os pacientes, de modo que os dados clinicos considerados foram: presenca de
acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda, Glcera de perna, necrose avascular,
crises algicas, sequestro esplénico, sequestro hepatico, sepsis, pressdo arterial,
priapismo. Para os dados laboratoriais foram coletados: reticuldcitos (%), bilirrubina

(mg/dL), células brancas do sangue (WBC (10*/mL)), volume corpuscular médio (VCM
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(10%/mL)), Hb (g/dL), LHD (U/L), HbS (%) e HbF (%). Foram coletados sempre 0s
primeiros dados do prontuario, visto que estes pacientes estavam iniciando seu
tratamento no centro e, provavelmente, ndo faziam uso de medicamentos para controle

da doenga.

3.2.2. Coleta de amostras de sangue periférico

Foram colhidos de 6 a 12 mL de sangue periférico em frasco estéril
VACUETTE® de 6 mL, contendo 10,8 mg do anticoagulante etilenodiaminotetracetato
dissodico 2H,0 (EDTA) 0,5M pH 8,0 (Greiner Bio-One Brasil, Americana, SP, Brasil),

para todos os individuos incluidos no estudo para extracdo de DNA genémico.

3.2.3. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de sangue periférico
utilizando a metodologia de fenol/cloroférmio (Sambrook et al., 1989), lise das células
com proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e precipitacdo do DNA em etanol
absoluto, conforme descrito no anexo 1.

A verificacdo da integridade do DNA genémico extraido foi realizada por meio

de eletroforese em gel de agarose 1,5%, com 2% de brometo de etidio, em TBE 1X,
preparado segundo protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). A amostra foi
aplicada no gel juntamente com tampéo de corrida (0,25% de azul de bromofenol; 50%
glicose) na razdo de 3:1. As condicGes de eletroforese variaram entre 90 e 110 V. O
marcador de peso molecular utilizado foi o “DNA ladder” de 100 pb (Invitrogen
Corporation, Calrsbad, CA, EUA), em concentracdo de 0,15 pg/puL. Apos a

eletroforese, o gel foi visualizado e fotografado em transluminador de luz ultravioleta
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com camera integrada (Molecular Imaging, L-PIX, Loccus Biotecnologia, S&o Paulo,

SP,Brasil).

3.2.4. Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Foram escolhidos pares de iniciadores para a amplificacdo das trés regides
contendo os polimorfismos, por meio do programa “primer 3” (Cambridge,MD,USA),
baseando-se nas sequencias dos genes CYBA (OMIM: +608508) e HMOX-1 (OMIM:
+141250). As sequencias dos iniciadores, assim como os tamanhos dos fragmentos e

temperaturas de anelamento encontram-se descritos na tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos usados como “primers” (Direto e Reverso) na
amplificacdo (PCR) dos genes CYBA e HMOX-1, tamanhos dos fragmentos (pb) e

temperatura de anelamento (°C).

Taman T

Gene Polimorfismo Sequencias dos primers o
L > ho (pb)  (°C)

(D) 5’-GGGACAGAAGTACATGACCGCCGTG-3’

C242T
(rs 4673) 418 61
(R) 5>-GCGGTCATGTACTTCTGTCCCCAGC-3’
CYBA
(D) 5>-GGGGAATAAACCAGCATTACTGCCTCCGGCCTCCG-3’
-930 A/G 381 63
(rs 9932581)

(R) 5’-CGGAGGCCGGAGGCAGTAATGCTGGTTTATTCCCC-3’

413 TIA (D) 5S>-TGACATTTTAGGGAGCTGGAGACA-3’
HMOX-1 (s 2071746) 287 62
(R) 5’-AGGCGTCCCAGAAGGTTCCA-3’

D: Direto; R: Reverso; pb: Pares de bases; T: Temperatura; °C: Graus Celsius.

Para os trés regides, a PCR foi preparada com 40 a 100 ng de DNA gen6mico,

20 pmoles dos iniciadores direto e reverso, 20 pmoles de cada didesoxinucleotideo
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(dNTP), tampé&o da enzima 1X (Tampéo 10X: Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM),
0,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen TM Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
dimetilsulfoxido (DMSO) 5% (v:v), somente para a regido contendo o polimorfismo -
413 T/A presente no gene HMOX-1, e agua ultrapura para completar o volume final de

25 pL.

As amostras foram amplificadas em aparelhos termocicladores MasterCycler EP
Gradient S (Eppendorf, Hamburg, Germany) e Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA). As condi¢des de amplificacdo
foram as mesmas para todas as regides génicas, exceto para as temperaturas de
anelamento, especificadas na tabela 1: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos a 95 °C por 1 minuto, anelamento dos iniciadores em temperaturas
especificas para cada regido por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, finalizando-
se com extensdo adicional a 72 °C por 7 minutos. As temperaturas e duragéo dos ciclos

para cada regido foram determinadas apds testes de padronizacéo.

Para a quantificacdo do produto amplificado, 2,0 pL do material purificado
foram aplicados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, submetido a
eletroforese e examinado sob luz ultravioleta. A concentragdo de DNA da amostra
purificada foi estimada a partir da comparacdo com a intensidade da banda do marcador
de peso e massa molecular “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen Corporation,

Carlsbad, CA, EUA).

3.2.5. Reacgéo de sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com os mesmos iniciadores das

PCRs, segundo o método de Sanger et al. (1975), utilizando-se o kit ABI PRISM Big
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Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem-Applera Corporation,

Foster City, CA, EUA)

Reagentes para a reacdo de sequenciamento

Produto da PCR purificado ...........ccccoeeieiiiininiiniinens 40 - 80 g
Tampéo Big Dye 5x (fornecido pelo fabricante) .................... 2 uL
Big Dye (fornecido pelo fabricante) ..........c.ccoovviiiicinnnn 2 UL

Iniciador direto ou reverso (5 pmol/pL) .....ccceevvvveneiiiininne 1puL
H2O UIEra-pura .......ccooveeiiiiiiceeecee s g.s.p. 10 L

As condi¢cOes da reacdo de sequenciamento foram as seguintes: desnaturacdo
inicial a 96 °C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos a 96 °C por 1 minuto, a 57 °C por 10
segundos e a 60 °C por 4 minutos. Apds esta reacdo, as amostras foram purificadas para

eliminag&o dos nucleotideos nédo incorporados (Anexo 2).

As amostras foram ressuspensas em 10 pL de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA), desnaturadas a 95°C por 5
minutos, colocadas em gelo e submetidas a eletroforese no analisador automéatico ABI
PRISM 3700 ou ABI PRISM 3130 DNA Analyzers (Applied Biosystem-Applera
Corporation, Foster City, CA, EUA). As sequencias obtidas foram analisadas e o0s

polimorfismos foram identificados com o auxilio do programa FinchTV (Geospiza).

3.2.6. Escore para o grau de severidade

Todos os pacientes que entraram no estudo obtiveram um escore de acordo com
0 grau de gravidade da doenca. Para atribuicdo destes escores, dois indices, foram

utilizados, um proposto em 2007 por Sebastiani e colaboradores (indice geral) e o outro
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proposto em 2010 por Xandra e colaboradores (indice pediatrico). O primeiro indice
pode ser aplicado em paciente de qualquer faixa etéria, j& o segundo indice somente em
paciente pediatricos (menores de 18 anos). Desta forma, o primeiro foi utilizado em
todos os 169 pacientes envolvidos no estudo, e 0 segundo somente nos pacientes
pediatricos, que consistiram de 101 dos 169 pacientes.

No indice geral a atribuicdo dos escores foi realizada “online” pelo site
(http://155.41.217.225/dss-calculator/index.php), através de informacgdes clinicas e
laboratoriais como: idade, sexo, presenca de sindrome toracica aguda, necrose
avascular, transfusdo, dores, priapismo, sepsis, acidente vascular cerebral, pressdo
arterial, bilirrubina (mg/dL), LDH (U/L), MVC (10°/mL), contagem de reticuldcitos
(%) e contagem de WBC (10°/mL), os valores de referéncias para 0s parametros
laboratoriais estdo descritos no anexo 3. A partir destas informagdes foi obtido um
escore, 0 qual representa a chance do paciente morrer em cerca de 5 anos. O escore
varia de 0 a 1, onde quanto mais préoximo de 1, maior é a chance de morte e

consequentemente a gravidade do paciente.

A atribuicdo do escore utilizando-se o indice pediatrico foi realizada a partir de
dados clinicos e laboratoriais obtidos de cada paciente, sendo eles: necrose avascular,
acidente vascular cerebral, sequestro esplénico, sequestro hepatico, priapismo, sindrome
toracica aguda, crises élgicas, leucécitos (10%mm3), HbF (%), LDH (U/L). Os dados
clinicos e laboratoriais foram analisados, de forma que pontos foram atribuidos a cada
paciente a partir de alguns critérios como descrito na tabela 2. Através do somatério
desses pontos cada paciente obteve um escore final, o qual foi utilizado para a analise
estatistica. Neste indice o escore pode variar de 0 a 270, de modo que 0s pacientes mais
graves apresentam valores mais proximos a 270. Os autores dos dois indices nédo

sugerem limiares que classifiquem esses pacientes em grau leve, intermediario ou grave
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da doencga. Desta forma as analises estatisticas foram realizadas com os valores

continuos obtidos através de cada indice.

Tabela 2. Atribuicdo da pontuacdo aos dados clinicos e laboratoriais, através do indice

pediétrico.

Dados clinicos e laboratoriais Classificacao Pontuacéao
Necrose Avascular se presente 10
Acidente Vascular Cerebral se presente 50
Sequestro Hepatico se presente 50
Meningites/ Septicemia se presente 50
Priapismo se presente 10
Sequestro Esplénico se presente 50

auséncia; presenga ou >2

Sindrome Toracica Aguda 0; 10; 20
eventos em 2 anos

Crises Algicas auséncia; presenga ou >2 0: 5: 10
eventos em 2 anos

Hemoglobina (g/dL) se<6.6 gdL™ 5

HbF(%) se < 3.0% 5

LDH (U/L) se>700U L™ 5

Leucécitos (10%/L) se>15.2x 10%L 5

3.2.7. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas em dois grupos separados de escores,
0 primeiro composto pelos escores de gravidade obtidos pelo indice geral em todos os
pacientes e 0 segundo grupo composto pelos escores de gravidade obtidos pelo indice

pediatrico somente nas criangas com anemia falciforme.
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As andlises foram iniciadas pelo teste de Kruskal-Wallis, a partir do qual foi
verificado se pelo menos um dos gendtipos de cada polimorfismo apresentava diferencga,
quanto aos valores dos escores. Em seguida, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
analisar a diferenca entre as médias dos escores de cada grupo genotipico. Para este
teste os valores dos escores foram divididos em dois grupos, sendo o0 primeiro grupo
composto por escores relacionados a apenas um genotipo e o segundo grupo composto
por escores relacionados a dois gendtipos (exemplo: um grupo de escores relacionados
ao genotipo AA e outro grupo de escores relacionados aos genétipos AG e GG do
polimorfismo -930 A/G), desta forma as médias dos dois grupos foram comparadas para

verificar se havia diferenca estatistica entre elas.

Na tentativa de investigar a associacdo entre 0s genotipos e as variaveis clinicas
e laboratoriais, foram realizados os testes de regressdo linear e logistica, os quais

incluiram todos os pacientes.

Os gendtipos dos trés polimorfismos, obtidos nos individuos negros saudaveis
foram analisados quanto a sua distribuicdo, através do teste de equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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4. RESULTADOS

4.1. Identificac@o dos genotipos para os polimorfismos C242T -930 A/G e -413 T/A.
A ldentificacdo dos gendtipos para os polimorfismos C242T e -930 A/G

presentes no gene CYBA e o polimorfismo -413 T/A presente no gene HMOX-1 foi
realizada em todos os pacientes com anemia falciforme, onde as sequencias contendo 0s
alelos mutantes e selvagens, dos respectivos polimorfismos, estdo demonstradas nas

figuras 9,10 e 11.

ACAG AAGNACAT G ACCGC

l

ACAG AAGCACATG ACCGC

Figura 9. Em A, esté representada a sequencia do gene CYBA, onde a seta esta indicando a
posicdo do polimorfismo C242T, o qual se apresenta em heterozigose. Em B, esta representada
a mesma sequencia vista em A, porém contendo o alelo selvagem C para 0 mesmo

polimorfismo.
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A AAACCAGCAT TNCTGCCTOC

AAACCAGCATTACT GCCTC

B

Figura 10. Em A, esta representada a sequencia do gene CYBA, onde o polimorfismo -930 A/G
esta indicado através da seta, o qual se apresenta em heterozigose. Em B, esta representada a
mesma sequencia do gene CYBA, porém contendo o alelo selvagem A para 0 mesmo

polimorfismo.

ACCAGGCTTTTGC TCT

Figura 11. Em A, esta representada a sequencia do gene HMOX-1, de modo que a seta esta
indicando o polimorfismo -413 T/A, o qual se apresenta em heterozigose. Em B, esta
representada a mesma sequencia vista em A, porém contendo o alelo selvagem T para o
polimorfismo -413 T/A.
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As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos C242T, -930 A/G e -
413 T/A foram determinadas levando-se em consideracdo todos os pacientes com a

doenca e estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos trés polimorfismos estudados: C242T, -930

AJ/G e -413 T/A em todos os pacientes com anemia falciforme (n=169).

Polimorfismo Genotipos e Alelos  n (Freq %)

cc 78(46)
cT 74(44)
(gi‘é% T 17(10)
C (68)
T (32)
AA 28(16,5)
250 AL AG 93(55)
(rs9932581) GG 48(28,5)
A (44)
G (56)
T 21(24)
3T TA 81(48)
(rs2071746) AA 47(28)
T (48)
A (52)

4.2. Atribuicao dos escores

Através do indice geral foram atribuidos escores a todos 0s pacientes com
anemia falciforme que entraram no estudo, de modo que a média e £ SD dos escores foi
de (0,473 = 0,382). A partir do indice pediatrico foram atribuidos escores somente as

criangas com anemia falciforme, onde a média e + SD dos escores foi de (55 + 37).
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Escores: Indice geral

4.3. Andlises a partir do indice geral em todos os pacientes

4.3.1. Distribuicdo dos escores entre 0os genotipos

A distribuicdo dos escores entre 0s genotipos obtidos a partir das analises em

todos os pacientes esta descrita na figura 6. Nesta figura podemos observar uma

diferenca da mediana dos escores no genétipo CT em relacdo aos outros genoétipos do

polimorfismo C242T, indicando uma possivel associacdo deste genotipo com escores

elevados de gravidade. Ja para os polimorfismos -930 A/G e -413 T/A ndo foi

observado diferenca das medianas entre 0s gendtipos.
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Figura 12. Distribuicdo dos escores entre 0s genétipos dos polimorfismos C242T, -930 A/G e -

413 T/A, obtidos através do indice geral para os 169 pacientes. A mediana esta representada

abaixo de cada um dos genotipos.
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4.3.2. Analises pelo teste estatistico Kruskal-Wallis

As analises foram iniciadas pelo teste de Kruskal-Wallis para que fosse
verificado se, pelo menos, um dos gendtipos de cada polimorfismo apresentava
diferenca, quanto aos valores dos escores relacionados a eles, sendo esses escores
obtidos através do indice geral. Este teste foi realizado comparando os trés genotipos de
cada polimorfismo, onde os resultados obtidos desta comparacdo nao apresentaram
diferenca estatistica, obtendo p-valores de 0,1743, 0,9399, 0,6327 para 0s respectivos
polimorfismos C242T, -930 A/G e -413 T/A, mostrando que ndo ha diferenca quando

comparados 0s trés genétipos juntos.

4.3.3. Analises pelo teste estatistico Mann-Whitney

O teste estatistico de Mann-Whitney foi aplicado para testar a hipdtese de
dominéncia dos alelos, onde as analises foram realizadas a partir da comparacdo de dois
grupos genotipicos, sendo um composto por um Unico gendtipo e o outro composto por
dois genotipos. Este teste comparou as médias de escores obtidas dos dois grupos
gendtipos e analisou se havia diferenca estatistica entre elas. Desta forma, foi realizada
uma analise exploratoria de cada grupo genotipico, onde os resultados ndo mostraram
diferenca significativa entre as médias dos escores dos grupos genotipicos testados,

como descritos na tabela 4.
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Tabela 4. Grupos de genotipos testados e as médias dos escores relacionados a eles,

sendo esses escores obtidos atraves do indice geral em todos os 169 pacientes.

Genotipos testados

Polimorfismo (X dos escores) p-valor
CC (0.42) x CT+TT (0.51) 0.1944

C242T CT (0.54) x CC+TT (0.41) 0.0665
TT (0.38) x CT+CC (0.48) 0.3827

AA (0.48) x AG+GG (0.47) 0.7336

-930 A/G AG (0.46) x AA+GG (0.48) 0.8114
GG (0.49) x AG+AA (0.46) 0.9875

TT (0.47) x TA+AA (0.47) 0.8373

-413 T/A TA (0.45) x AA+TT (0.49) 0.5027
AA (0.51) x TA+TT (0.46) 0.3444

X: Média; x: Versus.

4.4. Andlises a partir do indice pediatrico
4.4.1. Distribuicdo dos escores entre os genotipos

O indice pediatrico foi aplicado somente nas criangas com anemia falciforme
que consistiram de 101 dos 169 pacientes. A distribuicdo dos escores entre 0s genotipos
dos trés polimorfismos foi visualizada a partir de boxplots, sendo demonstrada na figura
7, onde podemos observar uma diferenca da mediana dos escores de gravidade no
genotipo AA comparada as medianas dos genotipos AG e GG do polimorfismo -930
A/G presente no gene CYBA. As andlises estatisticas foram aplicadas a todos os
genotipos para testar a possivel associagdo entre os escores do indice pediatrico e 0s

genotipos.
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Figura 13. Distribuicdo dos escores entre 0s genétipos dos polimorfismos C242T, -930 A/G e -
413 T/A, obtidos através do indice pediatrico nas criangcas com anemia falciforme. A mediana
esta representada abaixo de cada um dos gendtipos.

4.3.3. Analises pelo teste estatistico kruskal-Wallis

Através do teste de Kruskal-Wallis foi verificado se, pelo menos, um dos
gendtipos de cada polimorfismo apresentava diferenca, quanto aos valores dos escores
relacionados a eles. Os resultados obtidos a partir do indice pediatrico ndo apresentaram
diferenca estatistica, mostrando que ndo ha diferenca quando comparados os trés
gendtipos juntos. Os p-valores obtidos nesta analise foram 0,3724, 0,1056, 0,9031 para

0s respectivos polimorfismos C242T, -930 A/G e -413 T/A.

4.3.4. Analises pelo teste estatistico Mann-Whitney

Da mesma forma como o teste de Mann-Whitney foi aplicado no indice geral foi

aplicado também para o indice pediatrico, a partir da comparacao das médias de escores
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de dois grupos genotipicos, sendo um composto por um Unico genétipo e o outro

composto por dois genotipos.

A partir dos resultados foi encontrada uma diferenca significante para o genotipo

AA do polimorfismo -930 A/G, onde a média dos escores mostrou-se estatisticamente

mais baixa comparada a média dos escores dos genotipos AG e GG juntos,

apresentando um p-valor de 0.0392, como descrito na tabela 5. Desta forma podemos

inferir que pacientes com gen6tipo AA apresentam em média escores mais baixos para a

severidade da doenga comparada aos outros dois genotipos.

Tabela 5. Grupos de genotipos testados e as médias dos escores relacionados a eles,

sendo esses escores obtidos atraves do indice pediatrico nos 101 pacientes peditricos.

Gendtipos testados

Polimorfismo (X dos escores) p-valor
CC (52) x CT+TT (56) 0.3269

C242T CT (58) x CC+TT (50) 0.1708
TT (46) x CT+CC (55) 0.4954

AA (40) x AG+GG (57) 0.0392*

-930 A/G AG (58) x AA+GG (50) 0.1591
GG (56) x AG+AA (54) 0.8564

TT (51) x TA+AA (55) 0.7018

-413 T/IA TA (53) x AA+TT (55) 0.9945
AA (58) x TA+TT (53) 0.7233

X: IWédia; x: Versus; *: Estatisticamente significativo.
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4.4. Analises das variaveis clinicas e laboratoriais

Os 169 pacientes que entraram no estudo foram investigados quanto a
associacdo entre 0s genotipos e as variaveis clinicas e laboratoriais, a partir de analises
com o teste de regressdo linear para as variaveis continuas e regressao logistica para as
varidveis categoricas. Algumas variaveis, por ndo terem elementos suficientes, foram
excluidas da analise (exemplo: na varidavel sequestro hepético, dos 169 pacientes,
apenas 2 apresentaram a complicacdo, dessa forma a varidvel foi excluida da analise).
As variaveis clinicas e laboratoriais utilizadas nos testes estdo descritas nas tabelas 6 e 7

respectivamente.

Tabela 6. Frequéncias das variaveis clinicas obtidas nos 169 pacientes com anemia

falciforme.

Variaveis Clinicas n (Freq %)

Sindrome torécica aguda (STA) 12 (7)
Acidente vascular cerebral (AVC) 36 (21)

Necrose avascular 21 (12)
Crises algicas 103 (60)
Ulcera de perna 10 (6)
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Tabela 7. Média e desvio padrdo das variaveis laboratoriais obtidas nos 169 pacientes

com anemia falciforme.

Variaveis Laboratoriais Média e Desvio padréo
Bilirrubina (mg/dL) 3,87 £5,26
Volume corpuscular médio (MCV - 10°/mL) 90,96 £ 10,05
Hemoglobina (Hb — g/dL) 7,7+1,33
Hemoglobina Fetal (HbF %) 8,89 £ 6,93
Células Brancas do Sangue (WBC - 10°/mL) 13,25 +£5,42
Reticuldcitos 8,96 + 4,33
Dehidrogenase lactica (LDH - U/L) 964 + 625

Os testes de regressao logistica e linear foram realizados para cada uma das
varidveis clinicas e laboratoriais e 0s resultados obtidos mostraram associacdo da
varidvel crises algicas com o genotipo CT do polimorfismo C242T, apresentando p-
valor de 0.00201 e também associacdo da variavel HbF com o gendétipo TT do

polimorfismo -413 T/A, apresentando p-valor de 0.0337, como descrito na tabela 8.
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Tabela 8. Resultados dos p-valores obtidos através dos testes de associacdo entre as

variaveis, clinicas e laboratoriais, e 0s genétipos dos polimorfismos C242T, -930 A/G e

-413 T/A.

Variaveis Clinicas e
Laboratoriais

Gendtipos para o
polimorfismo C242T
(p-valor)

ccC Crt 717

Gendtipos para o
polimorfismo -930 A/G
(p-valor)

AA AG GG

Gendtipos para o
polimorfismo -413 T/A
(p-valor)

T TA AA

Sindrome toracica aguda
(STA)

(0.609) (0.700) (0.994)

(0.387) (0.995) (0.995)

(0.520) (0.830) (0.771)

Acidente vascular
cerebral (AVC)

(0.2567) (0.827) (0.954)

(0.551) (0.5391) (0.8551)

(0.632) (0.502) (0.309)

Necrose avascular

(0.3856) (0.1676) (0.0667)

(0.307) (0.9225) (0.2860)

(0.8096) (0.3119) (0.981)

Crises algicas

(0.978) (0.00235)* (0.8772)

(0.570) (0.7634) (0.4216)

(0.6311) (0.7724) (0.709)

Ulcera de perna

(0.687) (0.587) (0.994)

(0.741) (0.4694) (0.9935)

(0.891) (0.497) (0.298)

Bilirrubina (mg/dL)

(0.897) (0.647) (0.760)

(0.389) (0.126) (0.194)

(0.9896) (0.3323) (0.729)

Volume corpuscular
médio (MCV - 10%/mL)

(0.709) (0.687) (0.672)

(0.621) (0.225) (0.651)

(0.271) (0.756) (0.478)

Hemoglobina
(Hb —g/dL)

(0.556) (0.870) (0.674)

(0.243) (0.334) (0.472)

(0.132) (0.725) (0.388)

Hemoglobina Fetal
(HbF %)

(0.899) (0.777) (0.681)

(0.987) (0.7048) (0.3580)

(0.0337)* (0.828) (0.698)

Células Brancas do
Sangue (WBC - 10%/mL)

(0.754) (0.1771) (0.1172)

(0.602) (0.5422) (0.2934)

(0.110) (0.0607) (0.742)

Reticuldcitos

(0.484) (0.132) (0.666)

(0.276) (0.752) (0.282)

(0.660) (0.643) (0.706)

Desidrogenase l4ctica
(LDH - U/L)

(0.783) (0.5920) (0.3342)

(0.991) (0.1442) (0.0558)

(0.6637) (0.5873) (0.564)

*: Estatisticamente significativo.
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Para verificar se o genotipo CT do polimorfismo C242T estava associado a
auséncia ou a presenca de crises algicas, foi construido um histograma, o qual
mostra a frequéncia das crises algicas nos trés geno6tipo deste polimorfismo, onde é
possivel observar que no genotipo CT os eventos de crises algicas estdo em maior

frequéncia comparado aos outros genoétipos, como descrito na figura 12.
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Figura 14. Frequéncia da variavel crises algicas nos trés genotipos do polimorfismo C242T do

gene CYBA. Os eventos de crises algicas mostrou-se mais frequente em pacientes com o
genotipo CT.
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Em seguida, a partir da variavel HbF foi construido um boxplot para visualizar a
qual nivel de HbF o gendtipo TT do polimorfismo -413 T/A apresentou associagdo. O
boxplot esta representado na figura 13, onde, através deste, é possivel inferir que o
genotipo TT estd associado a niveis mais altos de HbF em pacientes com anemia

falciforme.
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Figura 15. Distribuicdo da variavel HbF entre os gendétipos do polimorfismo -413 T/A do gene
HMOX-1, onde € possivel observar que os niveis de HbF estdo mais elevados na presenca do

gendtipo TT do polimorfismo -413 T/A.
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4.5. Individuos negros saudaveis

A frequéncia dos genotipos para os trés polimorfismos obtidos através dos
individuos negros saudaveis foram testados quanto a sua distribui¢do. Os resultados
encontrados estavam de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg e as

frequéncias genotipicas e alélicas estdo descritas na tabela 9.

Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas dos trés polimorfismos estudados: C242T, -930

AJ/G e -413 T/A nos 111 individuos negros saudaveis.

Polimorfismo Genotipos e Alelos n (Freq %)
CC 51(46)
CT 42(38)
C242T (rs4673) TT 18(16)
C (65)
T (35)
AA 16(14)
930 A/G AG 47(42)
(1s9932581) GG 48(43)
A (36)
G (64)
TT 22(20)
413 T/IA A 09(62)
(rs2071746) AA 20(18)
T (49)
A (51)

n: Quantidade de individuos.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A anemia falciforme apesar de ser decorrente da homozigosidade de uma Unica
mutacdo, no codon 6 do locus da pB-globina, apresenta grande heterogeneidade
fenotipica, de modo que alguns pacientes podem apresentar quadros clinicos mais
brandos e outros mais severos da doenga. Na busca de marcadores genéticos que
estejam influenciando o grau de gravidade da anemia falciforme, o presente estudo se
prop0s a avaliar trés polimorfismos (C242T, -930 A/G e -413 T/A) em genes
envolvidos na via de estresse oxidativo, uma vez que o estresse oxidativo esta em niveis
elevados nestes pacientes, contribuindo para processo inflamatorio da doenca. Indices
de gravidade foram utilizados (geral e pediatrico) na classificacdo dos pacientes quanto
ao grau de gravidade, onde cada um deles possui uma metodologia distinta para a

atribuicdo dos escores e sdo aplicados a grupos diferentes de pacientes.

5.1. Indice geral

O indice geral proposto por Sebastiani et al. (2007), é aplicado em pacientes com
anemia falciforme, tanto pediatricos (2-18 anos) como adultos (>18 anos),
possibilitando a atribuigdo de escores de gravidade, os quais representam o risco do
paciente morrer em cerca de 5 anos, sendo possivel identificar, quais os pacientes que
apresentam maior gravidade para a doenca. Desta forma, utilizamos este indice para
obter os escores de todos 0s pacientes, os quais foram testados quanto a associagdo com
os trés polimorfismos. Devido a estes polimorfismos estarem associados a doencas
vasculares (Ito et al., 2000), (Nasti et al., 2006), (Ono et al., 2004), esperava-se
encontrar alguma associacdo dos mesmos com a gravidade da doenca, visto que as

complicacbes na anemia falciforme sdo decorrentes de acometimento vascular.
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Entretanto os resultados do presente estudo ndo mostraram nenhuma associa¢do com 0s
polimorfismos testados, indicando que esses polimorfismos ndo estdo relacionados a
gravidade da doenca, levando-se em conta, o indice geral, como parametro de
gravidade. No estudo de Sebastiani et al. (2007) uma das indica¢fes de uso do indice é
em estudo de associacdo em variantes genéticas, porém ndo ha na literatura estudos
neste sentido, apenas um trabalho realizado por Adoop et al. (2009) validando este
indice, contudo chamando a atencédo dos leitores para o cuidado quanto ao uso do indice

em pacientes pediatricos por atribuir escores de peso menor a pacientes <18 anos.

5.2. Indice pediatrico

Xandra et al. (2010) propuseram o indice pediatrico, o qual é especifico para
criancas portadoras de anemia falciforme (0-18 anos). Este indice atribui escores aos
pacientes, de acordo com informacfes clinicas e laboratoriais, permitindo a
identificagdo de pacientes com maior gravidade da doenga. Desta forma, os escores de
gravidade foram atribuidos aos pacientes pediatricos e em seguida realizada a anélise de
associacdo entres os escores e 0s trés polimorfismos estudados. A partir dos resultados
desta andlise foi encontrada uma diferenca significante para o genotipo AA do
polimorfismo -930 A/G, no gene CYBA, onde a média dos escores mostrou-se
estatisticamente mais baixa comparada a média dos escores dos genotipos AG e GG
juntos, apresentando um p-valor de 0,0392. Partindo destes achados, podemos inferir
que pacientes com genotipo AA apresentam, em média, escores mais baixos para a
gravidade da doenca e consequentemente um quadro clinico mais brando para a anemia
falciforme. Esse polimorfismo ainda nédo foi relatado em estudos de pacientes com
anemia falciforme, mas estudos realizados em uma populacdo espanhola encontraram

associacdo do gendtipo GG com a hipertensdo, como descreve Moreno et al. (2003).
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Neste mesmo estudo os autores relatam que a presenca do alelo A deste polimorfismo
mostrou uma menor atividade do gene CYBA. Este gene codifica a proteina p22phox,
uma das principais subunidades do complexo NADPH, sendo a NADPH uma das
principais fontes de radicais livres. Devido ao gendtipo AA indicar menor expressao da
proteina p22phox, isso poderia resultar na seguinte sequencia de eventos: reducéo da
atividade da NADPH; queda na geracédo de radicais livres; menores danos ao organismo
e por fim um quadro clinico mais brando da doenca. Desta forma seria possivel explicar
0 motivo de pacientes que possuem gendtipo AA apresentarem escores menores para a

gravidade da doenga.

Uma explicacdo para a significancia encontrada do polimorfismo -930 A/G
quando utilizado o indice pediatrico e a nao significancia quando utilizado o indice
geral, seria o fato de estes indices apresentarem metodologias diferentes para atribuicéo
dos escores, onde alguns eventos clinicos e testes laboratoriais sdo necessarios para a
analise em um indice, mas ndo sdo necessarios para o outro indice, podendo dificultar a
correspondéncia entre eles. Também o fato do indice proposto por Xandra acabar sendo
um subgrupo (criangas com anemia falciforme) de pacientes utilizados por Sebastiani
(adulto e criangas com anemia falciforme), poderia explicar esse resultado, onde o
indice pediatrico pode apresentar maior especificidade para o grupo de criancas,
atribuindo os escores de forma a corresponder ao comportamento da doenca nesta faixa
etaria, visto que os pacientes pediatricos apresentam maior variabilidade para a presenca

das complicagdes, comparado aos pacientes adultos.
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5.3. Andlises das variaveis clinicas e laboratoriais
5.3.1 Crises algicas

Alguns estudos tém sido realizados para a identificacdo de marcadores genéticos
associados a complicacOes especificas em pacientes com anemia falciforme (Fertrin &
Costa, 2010). Na tentativa de encontrar outros marcadores genéticos, os dados clinicos e
laboratoriais foram explorados a partir de testes de associacdo entre estes e 0s trés
polimorfismos estudados. Os resultados mostraram que o genotipo CT do polimorfismo
C242T no gene CYBA esteve associado a maior incidéncia de crises algicas,
apresentando um p-valor de 0.00201, indicando que pacientes com genoétipo CT tem

maior risco para 0s eventos de crises algicas.

Estudos realizados com este polimorfismo relataram que a mudanca da base C
por T resulta em uma substituicdo de histidina por tirosina no residuo 72. Devido a esta
substituicdo estar em uma regido de ligacdo com o citocromo b, sugere-se uma alteragéo
da funcéo oxidativa do complexo NADPH (Shimo-Nakanishia et al., 2004; Whitehead,
2001), mas nenhum estudo ainda examinou os efeitos funcionais do polimorfismo

C242T sobre a atividade e regulacdo da NADPH oxidase.

Outros estudos de associacdo encontram o genétipo CT+TT deste polimorfismo
associado com acidente vascular cerebral (Ito et al., 2000). Dois estudos de um mesmo
grupo, realizados na populacdo brasileira encontraram o alelo T associado a rigidez
arterial (Oliveira et al., 2012) e a obesidade e diabetes mellitus em pacientes hipertensos
(Schreiber et al., 2012). Em estudos em uma populagéo japonesa encontraram o alelo T
associado a progressao de aterosclerose coronéria (Cahilly et al., 2000). Entretanto
outros estudos sobre a doenca arterial coronaria apresentaram resultados conflitantes,

relacionando o alelo T como fator protetor para a doenca (Inoue et al., 1998), enquanto
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que em outros estudos nenhuma relacdo foi encontrada entre o polimorfismo C242T e a
doenca arterial coronéria (Gardemann et al., 1999; Li et al., 1999). No presente trabalho
0 genotipo CT mostrou-se associado & incidéncia de crises algicas, sugerindo que este
polimorfismo seja um novo marcador genético para o risco de crises algicas em
pacientes com anemia falciforme. Este resultado precisa ser tratado com um pouco de
cautela, visto que a “vantagem” de heterozigotos ¢ bem mais rara na natureza, além do

mecanismo biolégico por traz desta associacdo acabar sendo de dificil interpretacao.

5.3.2. Niveis de Hemoglobina Fetal (HbF)

Os resultados mostraram também associacdo do genotipo TT do polimorfismo -
413 T/A, no gene HMOX-1, com niveis elevados de HbF, apresentando p-valor de
0,0337, indicando que pacientes com anemia falciforme com gendtipo TT possuem
niveis de hemoglobina fetal mais elevados comparados aos pacientes que apresentam 0s

outros dois genotipos (TA ou AA).

N&o ha na literatura estudos sobre o polimorfismo -413 T/A em pacientes com
anemia falciforme, mas ha relatos de associacdo com outras doencas como a incidéncia
de doenca cardiaca isquémica, a qual foi associada ao gen6tipo TT (Ono et al., 2004), a
hipertensdo em mulheres japonesas, sendo associada ao genétipo AA (Ono et al., 2003).
No presente estudo o genoétipo TT esteve associado ao aumento dos niveis de HbF em
pacientes com anemia falciforme. A HbF nestes pacientes age como inibidor da
polimerizacdo das hemoglobinas, dificultando o processo de falciza¢do das hemacias, de
modo a proporcionar uma melhora das manifestacfes clinicas da doenca, quando em

niveis elevados.
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Estudos realizados para este polimorfismo mostraram que a presenca do alelo T
apresentou menor expressdo do gene HMOX-1, comparado ao alelo A, de modo que
individuos que apresentam o genétipo TT exibem menor expressdo deste gene. Se o
gendtipo TT do polimorfismo -413 T/A esta diretamente envolvido no aumento de HbF,
uma explicacdo possivel seria a ocorréncia da seguinte sequencia de eventos: redugéo da
proteina HO-1 na circulacdo, devido a baixa expressdao do gene HMOX-1; maior
concentracdo de heme (substrato da enzima HO-1); ativacdo de receptores de produgéo
de glébulos vermelhos, em resposta a grande quantidade de heme livre (0 organismo
poderia estar entendendo como alta taxa de hemdlise); aumento de HbF em
consequéncia da alta producdo de globulos vermelhos. Outra hipdtese é a de que o
genotipo TT ndo esteja contribuindo diretamente para a modulacdo da HbF, mas sim
algum outro gene, localizado proximo a esse lécus que esteja segregando junto com este

alelo, o qual de alguma forma poderia estar influenciando o aumento dos niveis de HbF.

5.4. Individuos negros saudaveis

A partir de amostras de individuos negros saudaveis foram identificadas as
frequéncias alélicas dos trés polimorfismos C242T (C=65% e T=35%), -930 A/G
(A=36% e G=64%) e -413 T/A (T=49% e A=51%) na populacdo do Estado de
Pernambuco. As frequéncias dos trés polimorfismos foram semelhantes as observadas
na populacdo de afrodescendentes depositadas no banco de dados dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).  Estes resultados correspondem ao

esperado, uma vez que no Estado de Pernambuco ha uma alta taxa de afrodescendentes.
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6. CONCLUSOES

Né&o foi observada associacgdo entre os polimorfismos C242T, -930 A/IGe 0 -413 T/A e
a gravidade da doenca, quando o indice geral foi utilizado como classificador da

gravidade nos pacientes com anemia falciforme.

O genotipo AA do polimorfismo -930 A/G presente no gene CYBA esteve associado
com a gravidade da doenca, quando o indice pediatrico foi utilizado como classificador

da gravidade nas criangas com anemia falciforme.

O gendtipo CT do polimorfismo C242T presente no gene CYBA esteve associado a
maior incidéncia de crises algicas, sugerindo um novo marcador genético para 0s

eventos de crises algicas em pacientes com anemia falciforme.

O genodtipo TT do polimorfismo -413 T/A presente no gene HMOX-1 esteve associado
com niveis elevados de HbF, sendo possivel sugerir um novo modular genético para os

niveis de HbF nestes pacientes.

Existe a necessidade de estudos em grupos maiores de pacientes para confirmar os
resultados encontrados no presente trabalho, assim como a descoberta de novos

preditores de gravidade.
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ANEXOS

ANEXO 1

Extracdo de DNA de sangue periférico

=

e Sangue colhido em tudo com EDTA (tampa rocha)
e Estabilizar sangue a temperatura ambiente
e Ligar estufa, fixando temperatura em 37 °C

Centrifugar os tubos com as amostras de sangue por 10 minutos a 2500 rpm para

separacgdo do plasma, leucécitos e hemaécias.

Remover com pipeta Pasteur (de plastico descartavel) os leucécitos (camada
intermediéria entre o plasma e as hemacias) e transferir para um tubo de

polipropileno de 15 mL.

Adicionar a este tubo tampao RSB 1X (Tris-HCI 5 mM pH 7,6; KCI 15mM; MgCl

10 mM) até completar o volume final de 11 mL.

Adicionar 60 pL de NONIDET-P40 (Affymetrix/USB products, Cleveland, OH,

EUA).
Homogeneizar por 10 minutos e centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 0,5 mL de tampédo RSB 1X.

Adicionar 3 mL de SDS para sangue ( RSB 1X; NaCl 0,4M; SDS 0,5%; EDTA 20

mM; H20 g.s.p. 500,0 mL) e homogeneizar por 10minuto.
Adicionar 80 pL de proteinase K (numa concentracdo final de 100 pL/mL).
Incubar por aproximadamente 18 horas a 37°C.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Adicionar 3,0 mL de fenol saturado.
Homogeneizar por 10 minutos e centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.

Transferir a fase aquosa (porcéo superior da mistura) para outro tubo falcon, com

pipeta Pasteur descartavel e descartar a porcéo inferior.

Adicionar 1,5 mL de fenol saturado e 1,5 mL de cloroférmio:alcool isoamilico

(1:24, vv).

Homogeneizar por 10 minutos e centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.
Remover e descartar a porcao inferior do tubo.

Adicionar 3,0 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (1:24, v:v).
Homogeneizar por 10 minutos e centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.
Adicionar 6,0 mL de etanol absoluto gelado seguido de agitacéo leve.

Recuperar o DNA com haste de vidro esterilizada e ressuspender em 200 a 250 pL

de TE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0).
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ANEXO 2

Purificacdo da reacdo de sequenciamento

1. Adicionar a cada amostra 80 pL de etanol 80%.

2. Centrifugar a 4000 rpm por 45 minutos.

3. Descartar o sobrenadante.

4. Adicionar a cada amostral50 pL de etanol 70%.

5. Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos a 4000 rpm.

6. Descartar o sobrenadante.

7. Secar a placa com as amostras em termociclador por 3 minutos a 64 °C.

8. Armazenar a -20 °C até ser realizado o sequenciamento.
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ANEXO 3

As variaveis laboratoriais e seus valores de referéncia utilizados pelo indice
geral, proposto por Sebastiani et al, em 2007, para realizar a atribuicdo dos escores de

gravidade nos pacientes com anemia falciforme.

Bilirribina (mg/dL)
<13
¢13-34
>34

LDH (U/L)
e <300
« 300 - 600
* > 600

MCV (fL)
e <80
¢ 80 - 98
e >08

Contagem de Reticuldcitos (%0)
e<4.8
©48-13
e>13

Contagem WBC (10°/L)
¢ <10.8
¢ 10.8-135
e>135
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ANEXO 4

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.htm]

CEP, 15/02/11
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 1237/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0968.0.146.000-10

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE DO POLIMORFISMO EM GENES ENVOLVIDOS NO
ESTRESSE OXIDATIVO E ASSOCIACAO COM A SEVERIDADE DA DOENCA EM
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gislene Pereira Gil

INSTITUICAO: Hospital das ClinicassfUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/12/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/02/12 (O formulario encontra-se no site acima).

II - OBJETIVOS

Analisar quatro polimorfismos em genes envolvidos na via de estresse oxidativo, sendo
C242T e -930 A/G no gene CYBA e -413 A/T e repeti¢des GTn no gene HO-1, em pacientes
com anemia falciforme e correlaciona-los com a severidade da doenga.

111 - SUMARIO

Serdo avaliados 200 pacientes com anemia falciforme proveniente do Hemocentro e do
Hemope. Sera coletada uma amostra de sangue para a analise molecular

v - COMENTARIOS DOS RELATORES

| : ; -
Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o, presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

Comité de Efica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE 'CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagio ao CEP e A Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo 1 ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunifo Ordj

4 ia\do CEP/FCM, em 18 de janeiro de 2011.

Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187

13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
-
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ANEXO 5

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Fundagédo Rua. Joaquim Nabuco, 171- Gragas
fﬂﬁg:fsmops Recif PE

Q Recife CEP: 52011.000 Tel.: 81- 3182-4771
Fax: 81- 3182-4660
C-eletrénico: cep.hemope@gmail. com

(hv:rmdeﬁ!udodel’ﬁ
Secretaria de Saide do Estado de PE

1- DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL : N°. 035/2010

'l'itulo do Projeto Moduladores genéticos das manifestagdes clinicas da anemia falciforme
: Universidade Federal de Pernambuco-UFPE
Py isador: M André Cavalcanti Bezerra, Ph.D.
ldentldade‘ 5867375 CPF: 987.061.525-20 Telefone: 81 —3182-4711
Enderego: Rua. Antonio Celso Uchoa Cavalcanti- Gragas- Recife — PE — CEP: 52050-002
Local de Desenvolvimento do Projeto: Hospital de Hematologia da Fundagéo Hemope- UNILABE
Finalidade: Auxilio a projetos de pesquisa Edital FACEPE 10/010.

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo Geral: Determinar as bases molecul que possam infl iar na variabilidade clinica da anemia falciforme.

Objetivos Especificos: Determinar a co-heranga de a F gg] ja e da triplicagio do o (caa) influenciam nas
manifestag do lar cerebral e pnaplsmo na anemla falciforme; Relacionar os niveis de HbFetal e
genétipos das Haplétipos B com o episédio de priapi e lar cerebral; lnvesugar a associagfio do

polimorfismo na regido promotora do gene da eNOS (T-786C) no desenvolvimento do priapismo em pacientes com
anemia falciforme; Investigar se a associagio de SNPs no gene Kloto podem ser um fator de risco nas complicagdes
vasculares, como priapismo, em pacientes com anemia falciforme; Investigar a associagdo do polimorfismo na regido
promotora do gene TNF- a (-308) no desenvolvimento do AVC em pacientes com anemia falciforme; Investigar a
associagdo do SNPs rs2228088 (T- >G), localizado na regido codificadora do gene TNF- « no desenvolvimento do AVC
em pacientes com anemia falciforme; Investigar a associagdo do SNPs rs3093665 (C- >A), localizado na regido 3’ nio
transcrita do gene TNF- a no desenvolvimento do AVC em pacientes com anemia falciforme; Comparar e relacionar os
niveis de hemoglobina total, Hb S, Hb F e reticulécitos entre pacientes portadores de anemia falciforme com e sem
priapismo; Comparar e relacionar os niveis de hemoglobina total, Hb S, Hb F e reticulécitos entre os pacientes portadores
de anemia falciforme com e sem AVC; Compreender melhor a heterogeneidade clinica da doenga falciforme nas
complicagdes do sistema nervoso central e Compreender melhor a heterogeneidade da doenga falciforme nas

& li )es do pri I

3 - PARECER DO RELATOR: O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento aos dispositivos da
Resolugdo 196/96 e complementares, apés acatar as consideragdes do relator, membro deste Comité, relativamente as
exigéncias apontadas no Parecer n°. 035/2010, considera APROVADO o protocolo de pesquisa supracitado, uma vez
que este ndo colide, aparentemente com os principios basicos da bioética — a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a
autonomia e a justiga, além do sigilo.

4- II\FORMACOES COMPLEMENTARES:

O sujeno da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em qua.lquer fase da
pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 — Item IV.1.f), devendo receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, por ele assinado (Item IV 2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos serem analisadas as razoes da descontinuidade, pelo CEP, que o aprovou (Res. CND Item 111. 1.z),
exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou, quando constatar a superioridade
do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3).

® O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro e enviar notificagio ao CEP e ANVISA, junto
com o seu posicionamento.

= Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do grupo I ou II
apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-los também & ANVISA, junto
com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Item 111.2.¢).

= Relatérios parcial e final devem ser apresentados a0 CEP, de acordo com os prazos estabelecidos na
Resolugdo CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunido do CEP de 20/10/2010

An: ma%? Sena

Coordenadora - Comité de Etica em Pesquisa -HEMOPE
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ANEXO 6

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(resolucéo 196/96; 340/04; 347/05)

Pesquisa: Moduladores Genéticos das Manifestacdes Clinicas da Anemia

Falciforme.

Pesquisadores: Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra e Dr. Aderson da Silva
Araljo (PhD). Local: Funda¢do Hemope / UFPE.

A finalidade deste ¢ trazer informagdes para o paciente sobre o estudo “Moduladores
Genéticos das Manifestagdes Clinicas da Anemia Falciforme”. Os pesquisadores

responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer perguntas que o paciente possa ter sobre este

termo e sobre o estudo.

Nos verificamos que a anemia falciforme causa morbidade provocando dores, o
que pode estar interferindo com suas atividades do dia a dia e gostariamos que vocé
doasse 1 tubo de sangue, obtido por puncdo venosa usando agulhas e seringas
descartaveis. O risco por noés avaliado para o paciente é que em funcdo da coleta de
sangue, pode haver a formacdo de um pequeno hematoma local, ndo havendo qualquer
outro risco em participar da pesquisa. O material desse estudo serd armazenado no
HEMOPE e somente sera utilizado para outros estudos apds nova consulta ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e CONEP.

O paciente tem direito a privacidade e toda informacao que for obtida em relagéo
a este estudo permanecera em sigilo. Como condicdo de participacdo nesta pesquisa, 0
paciente permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores
envolvidos neste estudo e aos membros da Comissdo de Etica responsaveis pela anélise
do projeto. Os resultados deste projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em
congresso ou em publicagbes, porém, sua identidade ndo serda divulgada nessas
apresentagdes. A participacdo neste estudo € voluntéaria e o paciente pode recusar-se a
participar ou podera interromper sua participagdo a qualquer momento sem prejuizos ao
seu tratamento. O pesquisador tem o direito de desliga-lo do estudo a qualquer
momento que julgar necessario. Além disso, o paciente tem direito a qualquer

esclarecimento sobre o estudo mesmo durante o seu decorrer.
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Moduladores Genéticos das Manifestacdes Clinicas da Anemia Falciforme
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, declaro ter recebido todas as

informagdes relativas ao estudo “Moduladores Genéticos das Manifestacdes Clinicas da

Anemia Falciforme”. Autorizo a coleta de 1 tubo de 5ml contendo EDTA que seréo utilizadas

nesse estudo.

Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento
em qualquer fase deste, sem penalizacdo ou prejuizo da continuidade do meu
tratamento.

Garantia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o seu decorrer.

2- Garantia de sigilo que assegure a minha privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos no estudo, quando da sua divulgacdo ou publicacéo cientificas.

3- Garantia de acesso ao responsavel pelo estudo e ao respectivo comité de ética
institucional, quando necessario.

Portanto, concordo em participar do estudo autorizando a equipe responsavel, a

manipulacdo dos dados e ao armazenamento de material biolégico. As amostras sO

serdo utilizadas em estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Prof. Dr. Marcos André (81) 3182-4711/9138-9556
Dr. Aderson da Silva Araujo (81) 9976-5136

Consentimento para participacdo no estudo:

Paciente

Pesquisador responsavel

Testemunha
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