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RESUMO

Base tedrica: A anemia falciforme (AF) é uma doenca monogénica e hereditaria,
caracterizada pelas crises dolorosas e inflamacéo crénica. O estado inflamatorio da AF resulta
em uma elevacdo crbnica de leucdcitos (neutrofilos), macrofagos (mondcitos), devido ao
aumento das hemacias falciformes com a apresentacdo da fosfatidilserina na circulagdo
sanguinea. A apoptose ou morte celular programada € um mecanismo celular conhecido por
manter o equilibrio homeostatico durante a inflamagdo. Algum defeito nesse mecanismo, pode
contribuir para o progresso clinico da doenca inflamatoria, como AF.

Objetivo: Desta forma, o presente estudo tem como principal objetivo, investigar o
perfil genético de pacientes com AF através da andlise da presenca e frequéncia de variantes
polimorficas em genes associados a apoptose, comparando estes dados com individuos
controles.

Métodos: Foram extraidas 138 Amostras de DNA a partir de sangue periférico de
pacientes com AF. As amostras foram amplificadas e genotipadas para os SNPs associados a
apoptose (FAS-1337G / A, FAS-670A / G, BCL-2 -938C / A, BAX-248G / A) usando PCR e
enzima de restrices especificas. Calculamos as frequéncias alélicas e genotipicas para cada
SNP e comparamos com o0 grupo controle.

Resultados: Diferencas estatisticamente significativas (p> 0,001) foram observadas
entre as frequéncias genotipica e alélica dos outros trés polimorfismos (FAS -670G / A, BCL-2 -
938C / A e BAX-248G / A) em compara¢do com o grupo de controle. Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p> 0,05) entre as frequéncias genotipicas e
alélicas em relacdo ao polimorfismo FAS -1377 G / A.

Conclusao: Nosso estudo mostrou, que existem associacdes entre as variantes FAS-
670G, BCL2 -938C e BAX -248A e a AF, e que a expressdo destesgenes potencialmente pode ser
correlacionada a fatores modificadores da doenga.

Palavras chave: Anemia falciforme, apoptose, polimorfismo.



ABSTRACT

Backgroun: Sickle cell anemia (SCA) is a monogenic and hereditary disease
characterized by painful crises and chronic inflammation. The inflammatory state of SCA
results in a chronic elevation of leukocytes (neutrophils), macrophages (monocytes), associated
to an increase in sickle red cells with the presentation of phosphatidylserine in the bloodstream.
Apoptosis or programmed cell death is a cellular mechanism known to maintain homeostatic
balance during inflammation. Any defect in this mechanism may contribute to the clinical
progress of inflammatory disease, such as SCA.

Objective: This study has as main objective to investigate the genetic profile of patients
with SCA through the analysis of the presence and frequency of polymorphic variants in genes
associated with apoptosis, comparing these data with control individuals

Methods: DNA samples were extracted from peripheral blood of 138 patients with SCA.
The samples were amplified and genotyped for SNPs in apoptosis related genes (FAS-1337G/ A,
FAS-670A / G, BCL 2 -938C/A, BAX-248G / A) using PCR and specific restriction enzymes. We
calculated the allelic and genotypic frequencies for each SNP and compared with the control
group.

Results: Statistically significant differences (p>0.001) were observed between the
genotypic and allelic frequencies of the other three polymorphisms (FAS -670G / A, BCL-2 -
938C / A e BAX-248G / A) compared with control group. On the other hand, no statistically
significant differences (p>0.05) between genotypic and allelic frequencies concerning the FAS -
1377 G/A polymorphism were observed.

Conclusion: Our study showed for the first time some associations between the FAS-
670G, BCL-2 -938C and BAX -248A variants and SCA, suggesting that the expression of such
genes can constitute disease modifying factors.

Key Words: Sickle cell anemia, apoptosis, polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O controle e tratamento das doencas genéticas representa um dos maiores desafios na
comunidade da satde. A Doenca Falciforme (DF) e a Anemia Falciforme (AF), a forma mais
grave (HbSS) da doencga, constituem uma grande preocupagdo de satde publica global no
campo da genética médica (MACHARIA et al.,, 2017). Conhecida como a doenca
monogenética mais frequente no mundo, a AF é caracterizada por uma mutacdo de
substituicdo do aminoacido valina pelo &cido glutdmico na sexta posi¢do da cadeia beta-
globina, resultado da troca de um Unico nucleotideo adenina pela timina nesse gene, e que
caracteriza a hemoglobina falciforme (HbS) (CONNES et al., 2018).

A HbS é uma variante estrutural da hemoglobina normal adulta (HbA) e é herdada
como um traco mendeliano autossémico recessivo. Enquanto os individuos heterozigoticos
sdo geralmente assintomaticos, os individuos homozigotos sofrem de complica¢fes agudas e
cronicas ao longo da vida (PIEL et al., 2013). De acordo com o relatério “Doenca falciforme:
atengdo e cuidado: a experiéncia brasileira” do Ministério da Saade (MISTERIO DA SAUDE
BRASILEIRO, 2014), além da HbS, é preciso destacar a existéncia de outras hemoglobinas
mutantes, classificadas como C, D, E, entre outras. Quando essas hemoglobinas mutantes
fazem par com a HbS, estd-se diante de hemoglobinopatias genericamente denominadas de
DF. As mais conhecidas, portanto, sdo anemia falciforme (HbSS), a S/Beta Talassemia (S/p
Tal.), as doengas SC (hemoglobina S com a hemoglobina mutante C), SD (hemoglobina S
com a hemoglobina mutante D), SE (hemoglobina S com a hemoglobina mutante E), entre
outras mais raras. Apesar das particularidades que distinguem cada modalidade de DF, e dos
variados graus de gravidade que apresentam, todas elas tém manifestacbes clinicas e
hematoldgicas semelhantes, sendo tratadas com as mesmas condutas médicas.

Frequente em populacGes de origem Africana, a AF é a doenca hereditaria mais
prevalente do mundo. Por ano, cerca de 300.000 criangas nascem com a doen¢a em todo o
mundo, sendo que mais de 75% dos nascidos com AF estdo na Africa Subsaariana
(MCGANN; HERNANDEZ; WARE, 2017). Mais de dois tercos dos bebés com HbSS
nascem na regido oeste e central da Africa, Nigéria, Replblica Democratica do Congo, e
também na india, onde a mortalidade infantil permanece alta, de acordo com Kapoor, Little e
Pecker (2018). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 20 milhdes de
pessoas no mundo sdo portadoras de DF e mais de 66% vivem no continente Africano,
especificamente em paises como Camardes, Republica Democratica do Congo, Gabdao, Gana

e Nigéria, onde a prevaléncia da DF varia entre 20% e 30%, enquanto em algumas partes de
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Uganda chega a 45%.

A AF afeta cerca de 30.000 pacientes no Brasil. Especificamente na populacdo Afro-
descendente, a frequéncia de homozigotos portadores de AF (HbSS) varia entre 0,1 e 0,3%
(SOARES et al., 2017). A incidéncia é estimada em um portador da DF para cada 1000
nascidos vivos no Brasil. Porém, a incidéncia em recém-nascidos varia entre os estados
brasileiros (LOBO et al., 2013). O estado da Bahia € um dos mais afetados, com um paciente
diagnosticado como portador da DF a cada 650, seguido pelo Rio de Janeiro, com um
paciente diagnosticado como portador da DF a cada 1200 (CASTILHO; DINARDO, 2018;
LERVOLINO et al., 2011). J& no sul do pais, a incidéncia é relativamente baixa, onde um a
cada 13.000 pacientes é diagnosticado com a DF no estado do Rio Grande do Sul (LOBO et
al., 2013). Um estudo piloto realizado por Daudt et al (2002) na cidade de Porto Alegre (RS)
estimou a 1,2 % a frequéncia do gene HbS em recém-nascidos.

A DF tem um amplo espectro de manifesta¢des clinicas que variam de uma condicao
quase assintomatica a uma doenca grave (CHIES; NARDI, 2001). Uma condicao fundamental
que interpde as multiplas manifestacdes clinicas € a polimerizacdo da HbS em condicgdes de
baixa tensdo de oxigénio (WILLIAMS; THEIN, 2018). Esse processo condiciona a alteracéo
da morfologia dos eritrocitos, aumentando a adesdo ao endotélio vascular, seguida pela
formacdo de agregados de células com a conformacdo alterada. Esses eventos que fisicamente
causam oclusdo de pequenos vasos resultam em hipoxia local e desencadeiam um ciclo
vicioso de aumento da formacdo de HbS, além de aumento da liberacdo de mediadores
inflamatdrios e radicais livres que contribuem para a lesdo de reperfusdo (SEDRAK;
KONDAMUDI, 2021). De acordo com Vanderhave et al. (2018), a anemia hemolitica cronica
também é um problema caracteristico que ocorre na DF e leva a destruicdo das células
falciformes por processos inflamatdrios, desidratacdo celular e dano direto a membrana
causado por polimeros rigidos de hemoglobina. Complicagbes musculoesqueléticas, danos em
diferentes orgdos e sistemas, além de infeccBes recorrentes sdo frequentes, podendo causar a
morte do paciente (BENDER, 2003).

As multiplas caracteristicas fenotipicas da doenga representam um “quebra-cabega” a
ser resolvido. Mesmo tendo a mesma variante genética, os individuos portadores da AF
apresentam grande variabilidade na frequéncia e gravidade clinica das crises vaso-oclusivas
(BANDEIRA et al., 2014). Além de eventos como a anemia hemolitica cronica, a ocluséo dos
pequenos vasos, fatores ambientais e genéticos também contribuem para a variabilidade
clinica da DF (WILLIAMS; THEIN, 2018). A identificacdo dos moduladores genéticos e

bioldgicos potenciais seria Gtil para melhorar o manejo clinico dos pacientes (Renoux et al.,
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2017). Segundo Silla et al. (2013), a AF é uma questdo de preocupacao global e representa um
desafio continuo no mundo.

Vaérios estudos de polimorfismos e analises multigénicas tém demostrado associacdes
com diversas manifestacdes clinicas da doenca (FERTRIN et al.,, 2010). Porém, muito
trabalho precisa ainda ser feito para conter as crises inflamatorias dolorosas dos pacientes. A
coexisténcia e interferéncia de outras doencas, como lUpus eritematoso sistémico (LES), tem
sido relatada e descrita em paciente com DF, salientando a importancia e a necessidade de
investigar amplamente a AF. O LES apresenta caracteristicas clinicas e laboratoriais
semelhantes a DF, dificultando o diagndstico e a abordagem terapéutica correta (ELEONORE
etal., 2020; ROBAZZI et al., 2015).

O estado inflamatorio da AF é causado por uma elevacdo crdnica no nimero de
leucdcitos (neutréfilos), ativagbes anormais de mondcitos e células endotelias circulantes. Os
mondcitos parecem ser ativados pelos eritrdcitos falciformes ou senescentes ao apresentarem
anormalmente a fosfatidilserina na superficie membranar. Um dos mecanismos que medeia o
equilibrio homeostatico entre 0 aumento da ativacdo das células durante a inflamagdo em AF,
poderia ser a apoptose (WINN et al., 2005). Porém, o fenbmeno de apoptose em DF é um
assunto sobre o qual ha controvérsia na literatura. Os neutréfilos, bem como as células
endoteliais circulantes, parecem sofrer pouca apoptose por exemplo, devido ao aumento dos
niveis de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (BELCHER et al., 2000;
HEBBEL™* et al., 2004). Por outro lado, o aumento do nimero de células endoteliais
circulantes na AF, pode ser justificado pela apoptose devido ao aumento dos niveis de fator de
necrose tumoral no sangue de pacientes com DF, que por sua vez induz a expressao de
moléculas de adesdo e apoptose em células endoteliais (ADLY et al., 2016).

A associacdo a apoptose, ou morte celular programada, é um evento recorrente em
doencas inflamatorias cronicas. Defeitos no mecanismo apoptético celular podem contribuir
para o estabelecimento e progressao de uma série de doencas inflamatorias cronicas humanas,
doencas infecciosas, doengas sistémicas, doencas neurodegenerativas e cancer (FAVALORO
et al., 2012; SZONDY et al., 2014). Embora seja um assunto pouco discutido, plaquetas e
células anucleadas como as hemécias também sdo suscetiveis a morte por apoptose,
especialmente denominada como eriptose no caso das hemacias.

A apoptose dos eritrocitos é similar a condicdo da morte por apoptose das células
nucleadas levando, portanto, ao encolhimento celular, formacdo de bolhas nas membranas
celulares, translocacdo de fosfatidilserina para a superficie dos eritrocitos e recolhimento

pelos macrofagos. O mecanismo da morte precoce dos eritrocitos é geralmente aumentado em
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distarbios clinicos, como AF, beta-talassemia, deficiéncia de Hb-C e G6PD, deficiéncia de
ferro, entre outras doencgas. Em AF, esse aumento levaria a formacao de novos eritrcitos pela
eritropoiese, ativacdo das plaquetas desencadeando trombose e comprometendo a
microcirculacdo (JEMAA et al., 2017). A apoptose desempenha importante papel na
depuracdo fisioldgica das células imunoldgicas, eritrocitos senescentes, eritrocitos danificados
ou estressados, e pode estar também implicada nas anemias de diferentes fontes etioldgicas
(TOTINO et al., 2016; BUCKLAND; WILTON, 2000).

Vérios genes como FAS, FAS-L, BCL-2 e BAX estdo implicados na inducdo ou na
regulacdo de apoptose, além de doencas cronicas, doengas infecciosas e cancer (MICHITA et
al., 2019). Estudos de polimorfismos envolvendo esses genes (BCL-2, BAX e FAS) tém
demostrado forte associacdo com a progressdo clinica de varios disturbios hematologicos
mieloide e linfoide crénicos, como doencas mieloproliferativas cronicas (ANNUAR et al.,
2021; OZDEMIRKIRAN et al., 2017), leucemia linfoide crénica (SKOGSBERG et al., 2005),
e doencas autoimunes como artrite reumatdide, lUpus eritematoso sistémico, entre outras
(GLESSE et al., 2016; MICHITA et al., 2019; MOHAMMADZADEH et al., 2011).
Especificamente na DF, expressdo elevada da proteina FAS sollvel e de seu ligante FAS-L,
foi fortemente associada a inflamacdo e considerada como marcador da vasculopatia em
criangas e adolescentes.

Portanto, a investigacdo de genes relacionados a apoptose pode ser uma alternativa de
pesquisa com AF, uma doenca inflamatoria cronica que tem fenétipo muito variado entre 0s
pacientes. A avaliacdo do perfil apoptético em AF pode contribuir para o conhecimento da
doenca, além de abrir horizontes para uma abordagem diferenciada na terapia contra as
condic@es clinicas que estdo envolvidas a suscetibilidade ou progressdo das crises da AF e,

portanto, melhorar as condi¢des de vida dos pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrategias para localizar e selecionar as informacoes

O presente estudo tem como base de elaboracdo a revisdo bibliografica de artigos
cientificos publicados em revistas, peridédicos e jornais nacionais e internacionais. Tendo
como objetivo levantar dados referentes a relacdo entre apoptose e as manifestacdes clinicas
em paciente com DF. Bases de dados como PubMed, Lllacs, e SciELO, foram usadas na
estratégia de busca, e por meio electrénico (Figura 1).

Palavras e expressdes chaves (isoladamente ou n&o) como Sickle cell disease,

Apotosis, polymorphism, foram usadas para investigacdes publicadas entre 1980 e 2021.



PUBMED LILCAS SciELO
A 32541 850 763
82 8 3
B 495422 2398 1720
49 6 0
123 0 1
A+B
3 0 0
414510 3896 3471
C
17 2 0
1066 29 31
A+C
12 0 0
4 0 0
A+B+C
0 0 0

18

Palavras Chaves: Sickle cell disease (A), Apoptois (B), Polymorphism (C)

Figura 1: Esquema da estratégia de busca na literatura. Nos quadros (em cinza), estdo os nimeros de artigos

escolhidos segundo critérios de inclusdo especificos (Assunto, Revista, fator de impacto etc..)
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2.2 Breve histéria da anemia falciforme: descobertas e estudos em anemia
falciforme nos séculos 20 e 21

A Doenca Falciforme (DF) é uma hemoglobinopatia genética com alta
morbimortalidade e que afeta parte substancial da populacdo mundial (MURAD et al., 2019).
A historia da DF na comunidade cientifica comecou no inicio do século passado. O Dr. James
B. Herrick foi o primeiro pesquisador que descreveu, em 1910, a morfologia dos glébulos
vermelhos e os parametros hematimétricos observados em exame de sangue de um paciente
negro (HERRICK, 2015). Estudante de odontologia, o paciente Walter Clement Noel, de 21
anos, com anemia e sindrome toracica aguda se apresentou ao Hospital Presbiteriano de
Chicago em 1904, onde foi examinado pelo Dr. Ernest Irons (na época estagiario do Dr.
Herrick). Naquela época, os diagnosticos mais comuns estavam relacionados as doencas
infeciosas mais prevalentes de acordo com Wailoo et al. (2017). Portanto, doencas genéticas
eram pouco conhecidas e estudadas na comunidade cientifica mundial. Importantes trabalhos
cientificos “sinérgicos” levaram ao atual conhecimento dessa doenga, envolvendo a

fisiopatologia, diagndstico e abordagens terapéuticas.

2.2.1 Estudos relacionados a fisiopatologia da Anemia Falciforme

Trabalhos consideraveis até os anos 1940 foram importantes, do ponto vista
fisiopatolégico, e abriram caminho para varios estudos sobre a doenca. Visto o professor
James e seu estagiario Dr. Ernest Edward Irons haviam caracterizado a forma de “foice” dos
globulos vermelhos, Verne Rheem Mason nomeou a doenga como “Doencga Falciforme” em
1922 (AL-SALEM, 2015). Em seguida, as caracteristicas morfolégicas das hemacias foram
amplamente descritas por Diggs e Bibb (1939).

Entre 1920 e 1940, grande parte das caracteristicas fisiopatoldgicas observadas em
pacientes com DF foram estudadas. Hahn, Gillespie, Landon e Lyman no inicio da década de
1920-1930 descreveram para o conhecimento publico algumas manifestacdes fisiopatologicas,
tais como esplenomegalia e a atrofia do baco (SERJEANT, 2001; KOLLIOPOULOU et al.,
2017). Posteriormente, Anderson e Ware (1932) relataram inameros episodios clinicos
observados nos pacientes, como Ulceras na perna, dor abdominal, adenopatia, entre outros.
Em 1934, eventos clinicos como vaso-oclusdo e dores foram também atribuidos como

manifestacdes clinicas da doenca pelo Dr. Lemuel Diggs. Logo Campbell (1935) sugeriu que
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sintomas como nauseas, vomitos, ictericia obstrutiva, febre, espasmo muscular e leucocitose
encontrados em pacientes poderiam ser consequéncias diretas relacionadas aos eventos
patoldgicos causados pela hemoglobinopatia (CUMMER, 1940).

O formato “foice” que caracteriza a DF interessou os cientistas Sherman e Bauer, 0s
quais, em 1940, relacionaram a desoxigenagdo ao processo de falcizagdo (MINISTERIO DA
SAUDE BRASILEIRO, 2014; PRABHAKAR et al., 2010). Eles constataram pela primeira
vez que as HbS ndo oxigenadas (desoxihemoglobina) se agrupam de forma estruturada, onde
as birrefringéncias podem ser observadas nas hemacias falcizadas (CHRISTOPH et al., 2005;
EATON; HOFRICHTER, 1990). Hahn, Gillespie (1927) haviam sugerido que além de
formato “foice” os globulos vermelhos perderiam o oxigénio. Bookchin. e Nagel (1974)
descreveram, mais tarde, que a falcizacdo das HbS é decorrente da baixa taxa de saturacdo em
oxigénio (inferior a 65%) na circulacdo sanguinea.

Em 1949 Linus Pauling (prémio Nobel de quimica) associou a falcizacdo da
hemoglobina a troca de aminoacido. O quimico mostrou junto com seu colega Dr. Harvey
Itano, como um defeito na estrutura molecular da hemoglobina estaria diretamente associado
a doenca. Perutz (1950- 1951) confirmou o relato do Sherman (1940) e apurou que as
hemécias falcizadas apresentam estruturas alinhadas em feixes originando cristais liquidos
(PERUTZ; MITCHISON, 1950; PERUTZ et al., 1951).

Em 1948, a hematologista pediatrica Janet Watson, sugeriu pela primeira vez que o
aumento de hemoglobina fetal poderia estar associado a auséncia de sintomas clinicos em
recém-nascidos (DAMPIER, 2015; SARAF et al., 2014). Em consequéncia, 0s cientistas
Singer e Fisher (1952) demostraram que a alta taxa (>5%) de hemoglobina fetal na circulagéo
sanguinea prolonga a vida dos eritrocitos nos pacientes com a DF. Dr Harvey Itano (1953)
caracterizou a HbS como pouco solivel em solucdo hipermolar em comparacdo a HbA
(MINISTERIO DA SAUDE BRASILEIRA, 2014). Em 1956, Dr. Vernon Ingram investigou
e esclareceu com precisdo, que a mutacdo Unica de substituicdo de aminoacido, “acido
glutamico” pela “valina”, na posi¢ao 6 da cadeia beta globina da HbS esté diretamente ligada
a DF (AL-SALEM, 2015).

Os cientistas Emery C, Herman Jr. e Lockard Conley deram seguimento ao trabalho de
Singer e Fisher, investigando melhor o papel protetor do nivel da hemoglobina fetal nas
manifestacdes clinicas em pacientes com DF. Eles observaram que alguns pacientes
apresentaram condicdo de producdo continua da HbF. Essa anomalia, caraterizada como
persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal e resultando na produgdo de hemoglobina Fetal

HbF, foi descrita pelos cientistas Herman e Conley (1960) em uma familia Afro-descendente
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com historia de hemoglobinopatia. Em 1963, em um estudo realizado em pacientes com HbS
e persistentes hereditarios da hemoglobina fetal (CONLEY ET AL, 1963), a equipe de Conley
associou o efeito protetor da hemoglobina Fetal a auséncia de manifestacdes clinicas
(MINISTERIO DA SAUDE BRASILEIRO, 2014).

Em 1968, Reinhold Benesch, Ruth Benesch e Chi Ing Yu, descobriram o importante
papel da molécula 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) na regulacdo do oxigénio no sangue, pela
perda de afinidade de oxigénio pelas heméacias em condicdo de hipdxia. Johanna Daobler e
John Bertles, (1968) caracterizaram na ocasido, as hemacias falcizadas de irreversiveis, pois
elas ndo retornam as suas formas naturais (discoides) (PRABHAKAR et al., 2010).

Wishner et al. (1975) descreveram as caracteristicas quimico-fisicas dos cristais de
desoxihemoglobina falciforme (hemoglobina desoxigenada). Segundo os autores, 0s cristais
sdo formados por pares de fios entrelacados e interligados por val6B e outros residuos. Dois
anos depois, Benesch et al. (1977) estudaram a polimerizacdo da HbS e descreveram, além da
natureza quimica, as provaveis mutagdes na cadeia alfa que poderiam diretamente influenciar
a solubilidade da desoxihemoglobina (MINISTERIO DA SAUDE BRASILEIRA, 2014).

Nas Ultimas décadas, diversas pesquisas foram desenvolvidas com o intuito de
entender os mecanismos moleculares de sinalizagdo bioquimica e fisiolégica que envolvem os
eventos de crises dolorosas em anemia falciforme. O mecanismo regulador do 6xido nitrico
(ON) é um alvo de estudo em anemia falciforme até hoje. As propriedades fisioldgicas desta
molécula, associada a regulacdo cardiovascular, foram descritas em 1980 pelos pesquisadores
Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad (prémio Nobel em 1998) (IGNARRO, 2018).
Desse modo, Rees et al. (1995) mediram a biodisponibilidade dos metabdlitos do Oxido
nitrico (ON) na doenca falciforme, que poderia estar associada ao evento inflamatério nos
pacientes. Segundo Kato, Steinberg e Gladwin (2017), um baixo nivel de ON altera o

equilibro redox promovendo a vaso constrigéo.
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2.2.2 Estudos relacionados ao diagndéstico da Anemia Falciforme

Em 1917, o primeiro teste de diagndstico laboratorial dos portadores da hemoglobina
falcizada foi realizado pelo pesquisador Victor Emmel (1878-1928). Ao colocar o sangue
fresco dos pacientes em uma lamina com camara, privando-o de contato com o oxigénio
externo, foi possivel observar o formato de “foice” das hemacias (SERJEANT, 2001;
EMMEL, 1917). Dalan e Castle (1948) melhoraram o teste de falcizacdo do seu predecessor
Victor Emmel pelo uso de agente redutor (metabissulfito de sodio) para desoxigenar as
hemacias (ADDAI-MENSAH et al., 2019).

Na metade desse século, o desenvolvimento de teste diagnéstico da DF foi decisivo.
Novos testes de diagndstico laboratorial baseados no estudo das caracteristicas de solubilidade
das hemacias e de seus componentes foram estabelecidos por Huntsman et al. (1970), e
permitiram diferenciar a anemia falciforme do trago falciforme. Em 1974, Pearson et al.
(1974) sugeriram o uso da técnica de eletroforese em gel de &gar, pela sua capacidade em
distinguir eficientemente as formas de hemoglobinas (HbA, HbF, HbS e HbC), melhorando o
diagnostico laboratorial da anemia falciforme. A técnica de focalizacdo isoelétrica (TFI) é
uma técnica de precisdo, adaptada a partir da eletroforese descrita pelo biofisico Alexander
Kolin em 1954, e baseia-se no principio de ponto isoelétrico molecular estabelecido pelos
cientistas Williams e Waterman entre 1929-1930 (GREENE et al., 2015; RILBE, 1973).

A cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) também é um teste laboratorial
seguro e adequado para a separacdo e quantificacdo das variantes de hemoglobina
(JOUTOVSKY et al., 2004; GREENE et al., 2015). A histdria desta técnica remonta a periodo
1899- 1903, e deve-se ao pesquisador russo Mikhail Semenovich Tswett. Desde entdo, varios
pesquisadores contribuiram para o progresso e o desenvolvimento desta técnica (ETTRE;
SAKODYNSKII, 1993; ZANATTA; MANFREDINI, 2009; ALI; ABOUL-ENEIN; CAZES,
2010). Outro método de diagndstico € a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que foi
desenvolvida pela primeira vez em 1984 pelo bioquimico Kary Mullis (prémio Nobel em
1993). A PCR é um método da biologia molecular muito eficiente, que amplifica determinada
regido do DNA originando mdaltiplas copias (JAIN et al., 2020).

O diagnostico precoce de hemoglobinopatias genéticas € um passo importante na
melhoria da sobrevida dos pacientes. No Brasil, assim como no resto do mundo, programas de
triagem neonatal foram implementados para investigar nos primeiros dias de vida variantes de

hemoglobina em recém-nascido. O teste Guthrie, conhecido como teste do pezinho, foi
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incluido em 2001 como teste obrigatério de hemoglobinopatia em recém-nascidos pelo
Ministério da Salde Brasileiro. Este teste usa o método cromatografico (HPLC) para triagem
neonatal (ARDUINI et al., 2017; NNODU et al., 2020; FERRAZ; MURAO, 2007).

O exame das células sanguineas ou hemograma completo também se tornou essencial
tanto para diagndstico quanto para o0 acompanhamento clinico dos pacientes portadores de
hemoglobinopatias. Novos pardmetros hematimétricos como RDW (Amplitude de
Distribuicdo dos Globulos Vermelhos), VPM (volume plaquetario médio) e VCM (volume
corpuscular médio) foram somados ao hemograma nas Ultimas duas décadas e utilizados
como indicadores precoces da AF (NOGUEIRA et al.,, 2013; ROSENFELD, 2012; de
ALMEIDA; BERETTA, 2017).

2.2.3 Estudos envolvendo tratamento da Anemia Falciforme

A hidroxiureia foi o primeiro farmaco aprovado na terapia da anemia falciforme pela
FDA (KAPOOR et al., 2018). O primeiro estudo farmacoldgico neste sentido, apontou um
aumento na producdo da HbF e reticuldcitos em dois pacientes portadores da doenca (PLATT
et al., 1984). No final deste mesmo ano, foi feito o primeiro transplante de medula 6ssea em
paciente com AF, uma menina de oito anos (JOHNSON et al., 1984), evidenciando a
intervencdo como provavel possibilidade de tratamento (KODISH et al., 1991). Essas duas
abordagens terapéuticas parecem ser eficazes no tratamento da hemoglobinopatia (SANTOS
etal., 2012).

Charache et al. (1995) testaram a eficacia da hidroxiureia na reducdo da frequéncia
das crises de dor em pacientes com anemia falciforme. Efeitos benéficos da hidroxiureia,
como aumento dos niveis de hemoglobina fetal e inibig&o da falcizagcdo (FERTRIN; COSTA,
2010), foram demostrados, confirmando a hip6tese de Johnson (1984). Blouin et al. (2000)
investigaram os limites do efeito terapéutico da hidroxiureia em camundongos transgénicos
com AF induzida, evidenciando-o como melhor modelo animal para avaliar o efeito
modulador da HbF na diminuicdo da concentracio de HbS (MINISTERIO DA SAUDE
BRASILEIRA, 2014).

Na primeira década do século 21, com o avanco das técnicas de biologia molecular, as
terapias celulares e génicas foram investigadas como possiveis abordagens terapéuticas no
tratamento da DF. Um estudo clinico com terapia celular imune revelou-se promissor devido

a diminuicgdo das células iNKT, as quais haviam anteriormente sido associadas a manutengéo
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da inflamacdo durante a crise de dor nos pacientes (FIELD et al., 2013; MAJERUS et al.,
2014). Experimento realizado em modelo animal com DF (camundongos NY1DD) havia
mostrado o papel das células iINKT na sustentabilidade da resposta inflamatéria (WALLACE
et al., 2009; SCHEUPLEIN et al., 2013).

No que diz respeito a terapia génica, Cavazzana-Calvo et al. (2010) realizaram o
tratamento de paciente beta-talassémico usando células-tronco hematopoiéticas autélogas com
alteracdo via uso de vetor lentiviral. Apos o sucesso desse tratamento, 0 mesmo foi aplicado
em paciente com AF pela primeira vez em 2015. Um resultado satisfatorio com aumento da
producdo da globina anti-falciforme foi observado meses apds o tratamento, justificando a
realizacdo de novos estudos (CAVAZZANA et al., 2015).

Hoban et al. (2015) sugeriram que o uso de nucleases “dedo de zinco” (ZFNs), junto
com vetor lentiviral livre da integrase, pode efetuar de forma eficiente a correcdo do gene
mutante especifico no locus B-globina, favorecendo o tratamento génico da anemia falciforme
(HOBAN et al., 2015).

Os eventos de crises dolorosas frequentemente observados em pacientes com DF ainda
constituem um problema de dificil compreensdo. Rees et al. (2003) elaboraram uma diretriz
que sugere padréo de assisténcia especializada ao paciente com eventos de crises de dor aguda
decorrente da AF. Varios estudos farmacolégicos estdo sendo desenvolvidos para tratar a crise
inflamatoria. Desse modo, Ataga et al. (2017) mostraram em estudo clinico de fase 2 a
eficacia de crizanlizumab (um anticorpo monoclonal inibidor da P-selectina) na reducdo da
frequéncia de crises de dor em portadores de AF. Além disso, o tratamento com o anti-
oxidante L-glutamina, foi também testado em um ensaio clinico de fase 3 durante 48 semanas
em paciente com AF. Essa terapia reduziu de forma significativa as crises de dor nos
pacientes independente do uso concomitante de hidroxiureia, e levou a FDA a recomendar o
uso suplementar da droga no tratamento das crises de dor em pacientes com a
hemoglobinopatia (NIIHARA et al., 2018).

2.2.4 Estudos genéticos em Anemia Falciforme

Os primeiros estudos genéticos da DF tiveram inicio entre 1915 e 1923, quando o0s
pesquisadores Taliaferro, Huck e Sydenstricker identificaram a heranca do “trago falciforme”
da doenca através de estudos de pedigrees detalhados, considerada erradamente como forma
“latente” da doenca (PRABHAKAR et al., 2010). Décadas depois, os médicos Neel e Beet,
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(1949) comprovaram o carater homozigoto da DF ao perceber que a doenga é herdada de
pessoas (pais) heterozigotos (WAILOO et al., 2017; SARAF et al., 2014; AL-SALEM et al.,
2015).

Em 1952, Mackey e Vivarelli contribuiram na histéria da doenca ao vincular com uma
doenca parasitaria prevalente no continente africano. Individuos com trago falciforme tinham
maior resisténcia a maléria, o que lhes atribuia certa vantagem em relacdo a individuos néo
portadores da variante. Efetivamente, em 1947 o cientista Beet (1947) ja havia constatado que
0s parasitas da malaria eram menos frequentes na circulacdo sanguinea dos pacientes com
traco falciforme. Alisson (1954-1956), Beutler, Dern e Flanagan (1955), através de estudos
de distribuicdo génica de HbS e a maléria, confirmaram a teoria de seus antecessores.
Posteriormente, varios trabalhos demonstraram a protecdo da anemia falciforme sobre a
malaria em todas as faixas etarias [Raper (1955), Colbourne e Edington (1956), Edington e
Laing (1957)]. Gilles et al. (1967) relataram anos depois, que a deficiéncia da Glucose -6-
fosfato desidrogenase em individuos portadores do alelo HbS, seria diretamente ligada ao
efeito protetor seletivo contra a malaria (AL-SALEM et al., 2015).

O avanco da biotecnologia impulsionou os estudos genéticos do século 20 até hoje. Os
pesquisadores Kan e Dozy (1978) realizaram estudo de variantes polimoérficas e descobriram
duas variantes do gene da beta globina que poderiam estar associadas a anemia falciforme. As
variantes foram inicialmente detectadas com o uso de enzimas de restricdo (SHRINER et al.,
2018; FERTRIN; COSTA, 2010), o que abriu caminho para varios outros estudos. Por
exemplo, Antonarakis et al. (1984) e Pagnier et al. (1984) investigaram a origem da anemia
falciforme (STUART; NAGEL, 2004). Estudos prévios ja haviam demonstrado a alta
prevaléncia das DF na Africa (Benin, Senegal, Gana, Camardes, Gab&o, Congo) e fora do
continente, notadamente na Asia (india, Aréabia Saudita e Paquistdo) (CRUZ et al., 2019). Um
trabalho conduzido por Rieder et al. (1991) em pacientes afrodescendentes nos Estados
Unidos também comprovou a origem dos haplotipos encontrados, respectivamente no Benim,
Republica Centro-Africana e Senegal (MINISTERIO DA SAUDE BRASILEIRA, 2014).

Entre outros achados associados as caracteristicas fenotipicas que marcaram a histéria
genética da DF, Gilman e Huisman (1985) observaram uma variagdo de um unico nucleotideo
na sequéncia de DNA (Single nucleotide polymorphism - SNP) na posi¢do 158 do promotor
do gene HbG gama-globina que estaria amplamente associada ao aumento da producdo da
HbF.

Fatores de risco e eventos clinicos relacionados a doencas falciformes foram foco de

alguns cientistas. Platt et al. (1991) e Milner et al. (1991), através de estudos prospectivos
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investigaram os fatores de risco associados aos eventos de crises de dor em grande nimero de
pacientes desde o nascimento até a vida adulta. J& no inicio do século 21, Styles et al. (2000)
descreveram a associacdo entre os alelos HLA e AVC em criancas com DF. Posteriormente a
equipe de Hoppe et al. (2003) investigou os alelos que modulam a suscetibilidade e risco de
AVC em criangas com DF. Polimorfismos especificos nos genes HLA, IL4R, TNF e ADRB2
foram associados a suscetibilidade a AVC (HOPPE et al., 2004).

A infecdo bacteriana é muito recorrente na anemia falciforme, sobretudo em criancas
(DATTA et al, 2019). Costa et al. (2005) avaliaram o polimorfismo G-463A MPO do gene
que codifica a enzima mieloperoxidase (MPO) e verificaram que esta variante pode aumentar
a suscetibilidade a infec¢do em pacientes com anemia falciforme.

Entre 2006 e 2007, em estudos distintos, foram mapeados loci de caracteristicas
quantitativas (Quantitative trait loci - QTLs) que interferem na producdo de HbF. Foram
identificadas e associadas a producdo de HbF, as variantes intergénicas de HBS1L-MYB no
cromossomo 623 (THEIN et al., 2007).

Grandes estudos foram desenvolvidos na historia da DF para servir de base de dados e
facilitar as investigacdes genéticas. Um dos projetos iniciado em 1979 foi denominado
Cooperativo da Doenca de Células Falciformes (CSSCD) e conciliou as caracteristicas
fenotipicas e fatores socioecondmicos de cerca de 3530 pacientes com DF (FARBER et al.,
1985). Além deste, o projeto Consortium International HapMap foi iniciado em 2003 em uma
cooperacdo entre varios paises para elaborar e mapear as variantes de sequéncias de DNA nas
doencas mais comum no mundo inteiro. Esse projeto serviu de base para determinar ndo
somente as variantes polimorficas causadores das doencas frequentes como também as
possiveis variantes associadas a manifestacdes clinicas dos disturbios, como no caso da
anemia falciforme (THORISSON et al., 2005). Também, um estudo de associa¢do de genoma
completo ou “genome-wide association study” (GWA), foi elaborado em 2009 visando a
compreensdo da diversidade genética passivel de explicar a heterogeneidade fenotipica da
anemia falciforme. Os SNPs e hapl6tipos associados a gravidade da AF foram investigados e
disponibilizados como banco de dados para toda a comunidade cientifica (SEBASTIANI et
al., 2009).
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2.3 Anemia falciforme: fisiopatologia e manifestacoes clinicas

2.3.1 Polimerizacéo da HbS

A alteracdo genética decorrente da mutacdo pontual no gene da B-globina leva a
producdo de hemoglobina falciforme, que tem a propriedade de polimerizar em fibras longas
quando em baixas tensdes de oxigénio (PLATT, 2008). A polimerizacdo da molécula de
hemoglobina (HbS) desoxigenada ou em situagdo de hipdxia é apontada como uma condicao
fundamental e responsavel pelas multiplas consequéncias fisiopatoldgicas da AF. Quando a
HbS é reoxigenada, boa parte dos eritrocitos em formato de foice recupera a deformabilidade,
mas de forma reduzida em comparacéo as hemacias normais (CONNES et al., 2018).

Ao alterar a forma estrutural dos eritrécitos, a polimerizacdo da molécula de
hemoglobina interfere na funcdo das hemacias falcizadas e desencadeia uma cascata de
eventos com consequéncias clinicas amplas e variadas (WILLIAMS et al.,, 2018). O
mecanismo molecular conhecido como “nucleagdo” caracteriza todo 0 processo de gelificacéo
da HbS. O processo envolve a ligacdo hidrofébica formada a partir da interacdo entre o grupo
isopropil da cadeia lateral da valina BVal6 de uma molécula de HbS e uma fenda formada por
residuos de aminoacidos (BAla70, PPhe85 e PLeu88) de outra molécula de HbS adjacente
(GHATGE et al., 2016). Esse evento condiciona 0 aumento de agregados de tetrameros de
HbS e a formacgdo de uma massa critica ou nucleo critico. Esse nucleo se tornar estavel com a
adesdo de mais agregados, formando o polimero (Figura 2).

A formacdo de outros nucleos criticos na superficie de polimeros ja existentes leva a geracédo
de polimeros resistentes e causa o formato foice dos eritrécitos com formacao de cristais de
HbS, além do aumento da viscosidade interna dos eritrocitos. A progressao da polimerizagdo
¢ afetada por outros fatores, tais como o nivel elevado intracelular de 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) que facilita a desoxigenacao dos eritrocitos falciformes pela reducéo da afinidade
da HbS ao oxigénio, o0 baixo pH e temperaturas acima de 37°C (PICCIN et al., 2019; RAB et
al., 2019). De acordo com Li et al. (2017), eventos repetitivos de falcizacdo dos eritrocitos
podem levar a defeitos nas membranas eritrocitérias, reducdo da deformabilidade de hemécias
por serem rigidas, aumento do tempo de aderéncia de hemaécias as vénulas, e eventualmente,

vaso-oclusdo (Figura 3).
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Figura 2: Polimero deoxyHbS (processos homogéneos e heterogéneos de nucleagdo). (a) Formagdo de

polimeros a partir da adesdo lateral entre tetrdmeros subjacentes formados por fibras. (b) Processos de
polimeracdo envolvem dupla nucleacdo - A nucleagcdo homogénea € formada a partir da interacdo entre o grupo
isopropil da cadeia lateral da valina BVal6 de uma molécula de Hb S, e uma fenda formada por residuos de
aminodcidos (BAla70, BPhe85 e BLeu88) de outra molécula de Hb S adjacente. A nucleagdo heterogénea é
formada a partir do polimero homogéneo que fornece estabilidade para o crescimento exponencial de novo

polimero subjacente. Retirado de Steinberg (2016).

2.3.2 Vaso-oclusdo

De acordo com White et al. (2020), a vaso-oclusdo é uma consequéncia frequente e
imprevisivel da DF que pode desencadear lesdo cronica de 6rgéos e reducao da expectativa de
vida dos pacientes. Entre as complicagdes mais comuns observadas em pacientes com AF
estdo crises vaso-oclusivas sistémicas ou crises dolorosas agudas, caracterizadas por eventos
de dor, disfuncdo endotelial e inflamacdo aumentada. Os eritrocitos falciformes resultam em
maior adesdo intercelular e adesdo ao endotélio pela apresentacdo de moléculas de superficie
anormais na membrana, com crescentes interacdes envolvendo células de defesa, plaquetas,

células do musculo liso, citocinas, fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular
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(SHAH et al., 2019; PLATT, 2008).

O elevado nivel de plaquetas ativadas e a hipercoagulabilidade contribuem para a
fisiopatologia da AF. O mecanismo envolvido no desencadeamento da hiperatividade das
plaquetas ndo estd bem definido. Entretanto, o aumento de plaquetas esta associado ao
processo de vaso-oclusdo. Moléculas de superficie na superficie dos glébulos vermelhos
como a fosfatidilserina, assim como a liberacdo de difosfato de adenosina (ADP) pelos
glébulos vermelhos hemolisados, podem levar a ativacdo plaquetaria. Alem de produzir
citocinas inflamatorias como TNFSF14 (membro 14 da superfamilia do ligante do fator de
necrose tumoral), as plaquetas ativadas podem expressar niveis elevados de moléculas de
adesdo, como o ligante CD40 (CD40L), ICAM-1 e E-selectina em sua superficie. Essas
moléculas favorecem o agregado plaquetario, a adesdao das plaquetas ao endotélio, a adesdo
aos eritrocitos falciformes e leucocitos, comprometendo o fluxo normal do vaso sanguineo
(PROENCA-FERREIRA et al., 2014; REZANIA et al., 2017). Por outro lado, a estimulagéo
dos receptores toll-like 4 (TLR4) e dos receptores NLR family pyrin domain—containing 3
(NLRP3) (presente no citosol plaquetario) podem desencadear a formacdo de um complexo
inflamassoma NLRP3 mediado pela via das caspases-1 nas plaquetas e, consequentemente,
desencadear a ativacdo, agregacao plaquetaria e trombose (VOGEL et al., 2018; BOONE et
al., 2019).

A propriedade adesiva das hemacias falciformes € possibilitada pela super expressao
das moléculas de superficies. A fosfatidilserina, bem como receptores eritroides como
Lu/BCAM (Lutheran/basal cell-adhesion molecule), ICAM-4 (intercelular adhesion
molecule-4), a Integrina 04p, CD36 ¢ LFA-3 desempenham importantes papeis interagindo
com as respectivas glicoproteinas de superficie endoteliais laminina o5, Integrinas oVf33,
VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) e Trombospondina (TSP-1) (BROUSSE et al.,
2015; ZHANG et al., 2017). Entre outras moléculas que medeiam a adesdo das hemacias as
paredes vasculares estéo a fibronectina, P-selectina e receptores especificos da fosfatidilserina
(KUCUKAL et al., 2020). As interacOes entre 0s eritrocitos com 0S vasos provocam a
inflamacdo, levando a ativacdo das células endoteliais e recrutamento das células de defesa,
como neutréfilos, mondcitos, mastdcitos e as plaguetas. A adesdao multicelular leva, portanto,
a vaso oclusdo com ativacao dos nociceptores, resultando em crise dolorosa unica (DARBARI
et al., 2020).

A fagocitose extravascular seria em grande parte responsavel, por exemplo, pela
hemolise das HbS por macréfagos, embora ocorra também em meio intravascular. As células

endoteliais, uma vez ativadas pelas HbS, produzem diversos mediadores que tém implicacdes
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importantes na manutencdo da inflamacdo e estimulacdo das células leucocitérias. As
citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6, IL-170, IL-
18, IL-1B tém niveis plasmatico aumentados durante os eventos de inflamagdo aguda e
crénica nos pacientes (BANDEIRA et al., 2014), (A BARBU et al., 2020). Algumas citocinas
como IL-12, IL-17, IL-10, IL-8, quimiocinas CXCL10/IP-10, MIP-1a, MIP-1p,
CCL5/RANTES, assim como os fatores de crescimento VEGF (Fator de crescimento
endotelial vascular), FGF (Fator de crescimento fibroblastico) e GM-CSF (Fator Estimulador
de Colbnias de Granulocitos e Macrdfagos) parecem ser mais elevados em pacientes,
independentemente de condicdo laboratorial ou clinica. As crises vaso oclusivas decorrentes
da polimerizacdo da HbS tém como consequéncias, além das obstrucfes dos vasos, apoptose
precoce eritrocitaria que pode levar a um processo ciclico de hipoxia e reperfusdo (GARCIA
et al., 2020).

Além das interacdes celulares, os pacientes com AF apresentam reducdo significativa
da biodisponibilidade do éxido nitrico (ON) e aumento da producdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS), devido a hemolise intravascular, o que pode levar a uma condi¢do de
vasculopatia aguda ou crénica (MCMAHON et al., 2019). O ON ¢ conhecido como um
vasodilatador, atuando também na ativacdo de células endoteliais, plaquetas e leucdcitos.
Portanto, a sua deplecdo pode contribuir para o aumento da inflamacdo na AF (KIM-
SHAPIRO et al., 2018). A reducdo do ON ativo esta diretamente ligada ao aumento da HbS e

heme livre no plasma, podendo ativar e causar dano endotelial (NADER et al., 2020).
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Figura 3: Fisiopatologia da AF. (a) A baixa saturacdo de oxigénio da HbS contribui para a formacdo de
polimeros, eritrocitos falciformes e hemolise intravascular. (b) Alto nivel de Hb falciforme eleva a viscosidade
do sangue e aumenta a adesdo ao endotélio, neutrdfilos e plaquetas, causando a oclusdo dos vasos e,
consequentemente, lesdo de isquemia-reperfusdo. (c) A liberacdo de HbF2+ livre oriunda da hemdélise promove a
disfuncdo endotelial (prejudica a vasodilatacdo), causando lesdo vascular pela deplecdo do 6xido nitrico (ON) e
formacdo de radicais livres de oxigénio. O esgotamento do ON se deve a reacdo de oxidacdo que envolve
HbFe2+ e NO. A formacdo de radicais livres € decorrente da reacdo HbF2+ e H20,, além de outras reacfes
envolvendo NADPH, xantina oxidase (XO) e a ON-sintase endotelial desacoplada (eONS). As reacfes de
oxidacdo ddo origem a metemoglobina (HbFe3+) que se degrada para liberar heme livre de células. (d) Os
radicais livres de oxigénio, o heme livre e a isquemia criam um ambiente de inflamagéo que aumenta a atividade
das células de defesa e plaquetéarias e promove a manuten¢do da vaso-oclusdo. Figura retirada de Sundd et al.
(2019).

2.3.3 Manifestacdo clinica da AF

As alteragdes clinicas na AF envolvem uma ampla variedade de 6rgdos, porém o
grau de envolvimento de cada 6rgdo ndo estd muito bem compreendido (WILLIAMS et al.,
2018). A vaso oclusdo e a hemdlise constituem algumas das pecas fundamentais na
variabilidade da manifestacdo clinica da AF. A hemolise estd associada a diversas
complicagdes clinicas como disfuncdo vasomotora, vasculopatia proliferativa, vasculopatia
pulmonar, hipertensdo pulmonar, Glceras de perna, priapismo, doencga renal cronica e acidente

vascular cerebral isquémico de grande artéria (KATO et al., 2017). Por outro lado, eventos
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clinicos como a crise dolorosa, infeccbes agudas e sindrome toracica aguda estdo
etiologicamente associados a vaso oclusdo e outros fatores, como a hipoxia isquemia e
reperfusdo (STUART; NAGEL, 2004), (WILLIAMS et al., 2018).

2.3.4 Apoptose

A apoptose ou morte celular programada é fundamental para a grande variedade de
processos fisioldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento e envelhecimento das células.
Além de desempenhar fungdo homeostatica em uma ampla gama de organismos vivos como
plantas, fungos e bactérias unicelulares, a apoptose pode estar associada a defesa imunoldgica
em resposta a danos celulares causados por agentes toxicos ou doencas (ROMERO et al.,
2015). De acordo com Saik et al. (2019), a apoptose é um mecanismo de morte celular
caracterizado por alteracbes morfoldgicas e moleculares que incluem, além da exposicdo da
fosfatidilserina na membra celular, encolhimento celular, formacdo de bolhas citoplasmaticas,
rearranjo de citoesqueleto, colapso nuclear, condensacdo da cromatina e formagéo de corpos
apoptoticos.

As células apoptdticas apresentam varias caracteristicas morfoldgicas e biogquimicas
alteradas induzidas por um grupo de proteases de cisteina, conhecido como caspases. O
mecanismo de morte celular programada envolve mais de uma via. As principais vias
conhecidas para apoptose sdo a via intrinseca ou mitocondrial e a via extrinseca ou de
receptor de morte (Figura 4). A via extrinseca tem envolvimento de receptores de morte, tais
como o receptor FAS e o receptor do TNF (TNF-R), enquanto a via intrinseca é dependente
do envolvimento de mitocondrias. De modo geral, as células candidatas a apoptose sofrem
inversdo da membrana celular liberando proteinas que intercedem no processo apoptico
(citocromo C), deixando exposto sinalizadores de morte celular, como a fosfatidilserina (PS).
Esse processo leva a formacdo do apoptossoma e, consequentemente, a destruicdo da célula
por macréfagos circulantes (ELMORE, 2007).

A via intrinseca é regulada pela familia de proteinas Bcl-2, que pode ser dividida em
moléculas anti- e pro-apdpticas. As proteinas (Bcl- 2, Bcl-x, Bel-w, Bf-1, Bcl-XL, B-XS, Bcl-
w, BAG) que pertencem ao grupo anti-apoptoético, atuam contra a ocorréncia da apoptose
impedindo por exemplo a liberacdo de citocromo C, responsavel pela suscetibilidade ao
processo apéptico. Por outro lado, as proteinas pro-apopticos (Bak, Bcl-10, BAX, Bad, Bid,
Bim, Bik, Hrk) atuam a favor da apoptose induzindo a liberagéo do citocromo C (BRUIN;
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MEDEMA, 2008). A hipoxia, danos no DNA ou estresse oxidativo, podem induzir um sinal
intracelular, levando a permeabilizacdo da membrana celular mitocondrial e consequente
ativacdo dos membros pro-apopticos, como o BAX. Esse evento leva a liberacdo do
citocromo C que, ao interagir com o fator de ativacdo 1 da protease apoptotica (APAF-1),
resulta na formagdo do apoptossoma que ativa uma cascata de proteinas, tais como a pro-
caspase-9 e a caspase-3. A caspase-3 por sua vez cliva diferentes proteino quinases, que
conduz a celula a morte (KIRAZ et al., 2016; JAN et al., 2019).

A via extrinseca da apoptose é acionada a partir de estimulos externos que ativam 0s
receptores da superfamilia do TNFR e FAS. O TNF-alfa ou TRAIL (ligante indutor de
apoptose relacionado a TNF) e o FASL ativam respectivamente os receptores de morte
TNFR-1 e FAS, desencadeando uma série de sinais que levam ao recrutamento de proteinas
adaptadoras conhecidas como dominios de morte citoplasmaticos (XU et al., 2019). Os
dominios de morte associados a FAS (FADD), TNF (TRADD), recrutam as procaspase-8 ou
procaspase-10 via dominios efetores de morte (DED). Ao interagirem, essas proteinas formam
um complexo ativo que induz as células a morte por uma série de clivagens proteoliticas
(SHARRP et al., 2010). Por muito tempo, 0 mecanismo apoptico foi considerado um fenémeno
exclusivo das células nucleadas. Porém, ele também ocorre em células anucleadas como
eritrécitos ou mesmo em plaquetas (GYULKHANDANYAN et al., 2012).
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Figura 4: Vias da apoptose. As principais vias para apoptose sdo a intrinseca e a extrinseca. A via intrinseca é
mediada pela inser¢do de BAX/Bak na membrana mitocondrial com liberagdo do citocromo ¢ que combina com
Apaf-1, e procaspase-9 para dar origem ao apoptossoma seguido pela ativacdo da cascata de caspase 3/6/7
indutora de morte. A via extrinseca envolve a ativacdo dos receptores da superfamilia do TRail e FAS. As
procaspase-8 sdo ativadas via dominios efetores de morte (DED). Ao interagirem, essas proteinas formam um

complexo ativo que induz a ativacao das caspases 3/6/7 levando a morte celular. Retirado de Jan et al. (2019).

2.3.4.1 Apoptose de células anucleadas

Desde a década 1990 sabe-se que algumas células anucleadas podem sofrer apoptose e
apresentar caracteristicas morfolégicas semelhantes as células nucleares apoptoticas. Essa
informacao sugere, portanto, que a morte celular programada nédo depende exclusivamente do
nacleo (JACOBSON et al., 1994). Nesse sentido, células anucleadas como eritrocitos e as
plaguetas possuem a maquinaria de apoptose, podendo sofrer processos apoptoticos
semelhantes aos das células nucleadas (MINDUKSHEYV et al., 2013).

A morte programada das células eritrocitarias (eriptose) estd envolvida em varios

distdrbios hematoldgicos e condigdes fisiopatoldgicas de diversas doencas (BIGDELOU;
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FARNOUD, 2020). A eriptose € um mecanismo fisiologico que leva a destruicdo dos
eritrécitos, onde os globulos vermelhos acometidos sofrem encolhimento celular, vesiculagdo
e externalizacdo da fosfatidilserina na superficie da membrana (Figura 5) (JACOB et al.,
2019). A externalizacdo da fosfatidilserina na membrana permite aos macrofagos se ligarem
as hemécias para fagocitd-las (BRATOSIN et al.,, 2001). Ainda, a exposicdo da
fosfatidilserina na superficie da membrana causa a aderéncia das células “eriptdticas” a
parede vascular e pode impedir a microcirculacdo, além de estimular a coagulacdo do sangue
e promover trombose (LANG et al., 2012). A eriptose das células vermelhas falciformes pode
ser desencadeada através da ativagdo dos canais catibnicos na membrana, tais como o canal de
K" “Gardos"” e o sistema de co-transporte do KCI, sensiveis ao calcio (NGUYEN et al.,
2016; FOLLER et al., 2008).

O estresse oxidativo é uma das principais causas de lesdo eritrocitaria capaz de ativar
0s canais nio seletivos como TRPC6 permedveis ao Ca?*, possibilitando, portanto, o aumento
do nivel intracelular de célcio na AF e causando uma condi¢do hiperosmoética no eritrocito
(BISSINGER et al., 2018). A hiperatividade citosélica do Ca?* junto a elevada concentragio
osmotica, estimula os canais de Gardo e os canais KCI levando a perda de K*, KCI e
subsequentemente desidratacdo, encolhimento e desestruturacdo da membrana celular com
exposicdo de fosfatidilserina na superficie eritrocitaria (FOLLER et al., 2008).

O choque hiperésmotico junto com a constante perda da CI- levam a liberacdo da
prostaglandina E2 (PGE2), responsavel pela ativacdo dos canais catibnicos ndo seletivo de
Ca?* (LANG et al., 2006). Por outro lado, existem fatores estimuladores da eriptose como 0s
leucotrienos e &cido lipdico, além do estresse oxidativo que podem condicionar a ativacdo das
caspases (proteases asparticas e cisteinias) e desencadear a exposi¢cdo da fosfatidilserina na
superficie da membrana eritrocitaria (LANG; LANG, 2015; FOLLER et al., 2008). Ainda, as
ceramidas que sdo produtos da clivagem dos esfingolipidios, pela enzima esfingomielinase,
constituem um gatilno para exposicdo da fosfatidilserina na superficie da membrana do
eritrocito durante a eriptose (FOLLER; LANG, 2020). No entanto, a ativacido da
esfingomielinase ¢é estimulada pelo fator de ativagdo plaquetaria (PAF) devido ao estimulo da
fosfolipase A2 pelo aumento da concentragdo osmotica na hemécia. As ceramidas estdo
envolvidas também na apoptose das celulas nucleadas e sdo vinculadas ao receptor CD95
(FASR), indutor da morte celular (LANG; LANG, 2015; FOLLER; LANG, 2020) (Figura 5).
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Figura 5: Principais indutores da eriptose: AA, &cido araquid6nico; AMPK, quinase ativada por AMP; casp,
caspases; cGK, quinase ativada por GMP; CK1, caseina quinase 1; COX, cicloxigenase; JAK3, cinase 3 ativada
por janus; MSK, mitégeno e quinase ativada por estresse; PAK2, quinase 2 ativada por p21; p38 MAPK,
proteina quinase ativada por mitogénio p38; PAF, fator de ativacdo plaquetéria; PGE2, prostaglandina E2; PKC,

proteina quinase C; PLA, fosfolipase A; SCR, scramblase; SM, esfingomielinase. Retirado de Lang et al. (2017).

Assim como os eritrécitos, as plaquetas podem sofrer apoptose, em reposta as
condicdes fisiopatologicas de varias doencas. A morte programada das plaguetas pode ser
desencadeada por varios fatores quimicos (peroxido de hidrogénio, trombina, epinefrina,
aumento de calcio intracelular, entre outros), fatores fisicos (aumento da agregacdo
plaquetéria) e condicBes patoldgicas induzidas por estresse oxidativo (ROS derivadas de
plaquetas ou de vasculatura), além da senescéncia (THUSHARA et al., 2015).

Existem duas vias associadas a apoptose plaquetaria: a via intrinseca dependente da
mitocOndria e a via extrinseca, que ainda nédo esta bem definida na literatura. A via intrinseca
é semelhante a da celula nucleada, podendo ser caracterizada pela despolarizacao do potencial
transmembranar da membrana mitocondrial interna, aumento da expressdo das proteinas pro-
apoptdticas tais que BAX, Bak, e consequente diminuigdo da expressdo das proteinas anti
apoptoticas como bcl-2 e bcl-xl, ativacdo das caspases-3 e externalizacdo da fosfatidilserina
(BAO; LIN, 2014; KILE, 2009; ZHANG et al., 2011).

Ja na via extrinseca, os tipicos receptores de morte (TNFR, FASR, TRAIL, entre
outros) das células nucleadas parecem ndo estar envolvidos na apoptose plaquetaria. No
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entanto, a ativacdo do receptor ativado por protease 1 (PAR 1) pela trombina parece induzir
além da ativacdo e agregacao plaquetaria, a translocacdo de proteinas pré-apoptéticas ativas
para a mitocdndria e desencadear a apotose plaquetéaria. Entre outros, 0s receptores de
superficie plaguetaria como a Glicoproteina Ilbllla (GPIIbllla) e a interacdo da Glicoproteina
Iba (GP1ba) com o Fator de von Willebrand (VWF) podem estar diretamente associados a
morte programada das plaquetas (LEYTIN et al., 2019; JOSEFSSON et al., 2014; BAO; LIN,
2014).

2.3.4.2 Variantes polimdrficas associadas a apoptose

Em condig¢des normais, o controle fisioldgico entre a proliferacdo celular e a apoptose
é realizado pelas proteinas da familia BCL-2, que consistem em diferentes reguladores de
apoptose (NUCKEL et al., 2006). A apoptose é regulada por vias envolvendo genes que
promovem ou inibem a morte celular. Os reguladores de apoptose incluem os produtos do
gene do linfoma 2 de células B antiapoptético (BCL-2) e do gene da proteina X associada ao
linfoma 2 de células B pro-apoptético (BAX). As proteinas desses genes interagem
fisicamente entre si, e a taxa de apoptose celular se associa aos niveis relativos das duas
proteinas. Portanto, a expressao relativa desses dois genes desempenha um papel fundamental
na homeostase celular (CHEN et al., 2007).

Entre outros, o gene FAS é importante na regulacdo de morte celular por controlar a
via extrinseca. O gene FAS ¢é considerado como marcador de varias doencas, notadamente,
relacionado a disfuncdo vascular em pacientes com DF e relacionado com o aumento da
inflamagdo em pacientes com AF (ADLY et al., 2016). Os genes polimoérficos associados a
apoptose, tais que BAX, BCL2, FAS, foram relacionados a morbidade ou suceptibilidade de
diversas doencas inflamatdrias cronicas, sistémicas e autoimunes (MICHITA et al., 2019;
GLESSE et al., 2016; ANNUAR et al., 2021).

BCL2

O BCL2 é um gene anti-apopt6tico ou inibidor de apoptose, localizado no cromossomo
18021 humano e composto por 3 exons e dois promotores P1 e P2 (Figura 6). O P1 possui
como funcdo o aumento da expressdo do gene BCL2, enquanto P2 regula negativamente a
atividade do gene diminuindo a atividade de P1. O SNP -938C>A (rs2279115) esta localizado

no promotor P2 do gene BCL2 ¢ ¢ fortemente associado ao nivel de expressdo da proteina
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BCL2 nas células (NUCKEL et al., 2006). O alelo C esta associado ao aumento da atividade
de P2, ou seja, se correlaciona com a reducédo da expresséo da proteina BCL2, em oposi¢do ao
alelo A. Portanto, os individuos portadores do genotipo AA apresentam expressdo aumentada
da proteina BCL2 e, consequentemente, atividade anti-apoptdtica em comparagdo aos
portadores de gendtipo CC (NUCKEL et al., 2006; BACHMANN et al., 2007; ZHANG et al.,
2011; OPFERMAN; KOTHARI, 2017).

Transcription initiation

-938C/A start point ATG
: |
Promoter P1 Promoter P2
-1001 to -690 | —— 0

Figura 6: Estrutura do promotor do gene BCL2. As regides consistem em promotor P1 “estimulador” e o
promotor P2 “inibitério” da atividade génica. O polimorfismo (-938) C>A est4 localizado na regido P2 (nt: 690 a
1001) e foi avaliado através da construcdo de vetores pSEAPe pGL3. Retirado de Niickel, Ulrich (2006).

BAX

O BAX é um gene pro-apotético localizado no cromossomo 19qg13.3 humano,
possuindo seis exons e uma regido promotora. Variagdes de sequéncia na regido do promotor
e sequéncia de codificacdo podem abolir sua funcdo pré-apoptotica (PASTOR-IDOATE et al.,
2015). O SNP —248 G>A esta localizado na regido do promotor (rs4645878) do gene BAX, e
foi associado a baixa expressao da proteina BAX. Ou seja, 0 alelo G e o0 gendtipo GG estdo
associados a diminuicdo da expressdo do BAX (STARCZYNSKI et al., 2005; NUCKEL et
al., 2006; SAXENA et al., 2002).

FAS

O FAS é um receptor transmembrana entre os receptores de morte da superficie celular
pertencente a superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR). Quando esse
receptor se liga a seu ligante natural (FASL) a célula alvo sofre apoptose. O gene FAS esta
localizado no cromossomo 10g24.1 humano, possuindo nove exons e oito introns (LU et al.,
2012), (MOHAMMADZADEH et al., 2011). SNPs funcionais dentro da regido promotora do
gene FAS sdo capazes de afetar a transcricdo e, subsequentemente, modular o risco de
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doengas. Os SNPs —1377 G>A (rs2234767) e =670 A>G (rs1800682), localizados na regiao
promotora do gene, interferem com os locais de ligacdo do fator de transcricdo SP1 e STATL,
respectivamente, afetando a atividade do promotor e, por sua vez, a expressdo do gene FAS
(WANG et al., 2016; OZDEMIRKIRAN et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A AF é uma doenca inflamatoria cronica onde os pacientes acometidos com crises
graves apresentam vasculopatia (disfuncéo e lesdo vascular), devido ao aumento de adesdo de
eritrécitos falciforme e agregados plaquetarios ao endotélio, elevado nivel de células
fagociticas monociticas ativadas, abundancia de neutréfilos e células endoteliais circulantes.

Naturalmente, os eritrocitos senescentes, bem como os eritrocitos falciformes sdo
condenados a morte precoce ao apresentarem nas suas membranas a fosfatidilserina. Durante
as crises da AF, o aumento de hemacias falciformes na circulacdo sanguinea pode aumentar o
nivel de presenca e atividade dos mondcitos, ao passar pelo baco, por exemplo, e desencadear
uma doenca inflamatoria sistémica.

A adesdo dos eritrocitos falciformes ao endotélio causa a oclusdo dos vasos e lesdo
isquémica de reperfusdo, o que pode danificar ou levar a perda da integridade do endotélio
vascular. As células endoteliais vasculares se tornam, portanto, alvo das células fagociticas.

A lesdo do endotélio da parede vascular em AF, deixa exposta a sua matriz
subendotelial, onde as plaquetas ativadas aderem. A persisténcia da lesdo e a manutencdo da
inflamacdo causam maior recrutamento e agregacdo plaquetéria, ocluindo o vaso.

Diante desses cenarios, a apoptose pode constituir uma ferramenta para o controle do
equilibrio homeostéatico do organismo vivo, pois o defeito no mecanismo de morte
programada pode contribuir para a persisténcia da inflamacdo e a progressdo clinica da
doenca.

A anédlise do perfil génico e polimorfismos envolvendo genes apoptéticos e sua
regulagdo mostrou-se importante em varias doengas sistémicas, inflamatoérias e autoimune.

Variagdes na sequéncia de DNA poderiam se implicar no agravamento da AF.
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4. MARCO CONCEITUAL

A AF é uma doenga inflamatdria cronica caracterizada por crises dolorosas associadas
a vaso oclusdo (formacdo de agregados de células), lesdo isquémica de reperfusdo, entre
outros.

O aumento da formacdo de eritrdcitos falciformes no sangue, e a formacéo de radicais
livres de oxigénios contribuem para a permanéncia da inflamacéo.

Em condicBes de hipoxia, os eritrocitos falciformes perdem a deformabilidade e
podem ter as membranas comprometidas expondo a fosfatidilserina, responsavel pela sua
morte precoce, mediada pelos macréfagos.

O aumento dessa ocorréncia pode mobilizar e acentuar a ativacdo dos macréfagos na
circulacéo sisttmica, comprometendo a vida do paciente.

A apoptose como mecanismo homeostatico pode ser uma solucao para reestabelecer o
equilibrio fisiolégico. Portanto, desequilibrios nesse mecanismo podem representar um fator
agravante para a inflamacéo na AF

Por esta razdo, propomos investigar em primeiro momento a variabilidade genética em
pacientes com anemia falciforme, focando em genes envolvidos nas vias que atuam nesse

processo fisioldgico.



A 42

Anemia falciforme

C

Macrofagos

e  Reconhecimentos e
eliminagdo precoce dos
eritocitos pelos
macrofagos.

e Aumento de mécrofagos
na circulgéo sanguinea.

Eritrocitos

falciformes,
Apresentacdo de
moléculas de
adesdo,
Apresentacdo da
Fosfatidilserina. B
Vaso oclusédo
e Agregados de células
(eritrdcitos, plaquetas,
leucécitos, células endotelias
etc.).
Hemolise de eritrécitos e
formacéo de ROS,
D Lesdo isquémica de reperfusao.
/
/
= A= /
Inflamacéo croénica R
/
o ~ /
e Manifestagdo R4
clinica variavel. )/
/
/
/7
/
/
/
/
1 /
/
1
1 ,/
1 /
1 /
1 /
I ./
I 7
1 7
/
< v »
Apoptose

Polimorfismos funcionais
regulam os genes apoptoticos
(BCL2, FAS, BAX), capazes
de interferir no mecanismo
fisioldgico.

Figura 7: Marco conceitual caracterizando estudo de apoptose em anemia falciforme.



S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar o perfil genético de pacientes com AF através da analise da presenca e
frequéncia de variantes polimdrficas em genes associados a apoptose, comparando estes

dados com individuos controles.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANEXO A

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
) SERVICO DE HEMATOLOGIA CLINICA
LABORATORIO DE CULTURA E ANALISE MOLECULAR DE CELULAS HUMANAS

Ne do projeto GPPG ou CAAE: 17870719.0.0000.5327

Titulo do Projeto: Avaliacdo de variantes polimorficas em genes apoptdticos e seus papéis na
suscetibilidade e progresséo clinica da Doenca Falciforme

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é investigar a
presenca e a frequéncia das variantes polimdérficas em genes associados a apoptose, buscando
possiveis associacdes entre esses polimorfismos e progressao clinica da anemia falciforme.
Esta pesquisa estd sendo realizada pelo servico de Hematologia e hemoglobinopatias do
HCPA do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s dados necessarios para realizacdo do projeto
serdo obtidos através de analise de prontuarios. A sua amostra de sangue (1,5 ml de sangue
venoso) coletada previamente no projeto sob o nimero 2010-0585, sera usada para a analise
genética dos polimorfismos.

N&o sdo conhecidos riscos pela participagdo na pesquisa. Apenas o tempo dispensado

para aplicacdo desse termo, associada a leitura compreensdo e assinatura.
A participagdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos aos participantes, porem, contribuira
para 0 aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e os resultados poderdo auxiliar a
realizacdo de estudos e terapias futuras, ampliando o campo de conhecimento genético da
doenca, e possibilitando uma nova abordagem terapéutica, ou um tratamento diferenciado
para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo
havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituig&o.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé
ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome nédo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Dra. Lucia Silla pelo telefone (51) 33598850, com o pesquisador Dr: José Artur Bogo Chies,
com a pesquisadora lanaé Indiara Wilke e Pesquisador executor Crepin Aziz Jose O. Agani —
(51) 995521991 do servico de Hematologia e Hemoglobinopatia do HCPA ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.



64

Pelo presente Consentimento Pos-informacdo, declaro que li e entendi o documento de
consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e riscos. Fui
igualmente informado de receber esclarecimentos sobre a pesquisa a ser realizada, da
liberdade de ndo participar do estudo, do anonimato e carater confidencial das informagdes.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do Responsavel (se aplicavel)

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANEXO B

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
SERVICO DE HEMATOLOGIA CLINICA
LABORATORIO DE CULTURA E ANALISE MOLECULAR DE CELULAS HUMANAS

N do projeto GPPG ou CAAE: 17870719.0.0000.5327

Titulo do Projeto: Avaliacdo de variantes polimdérficas em genes apoptoticos e seus papéis na
suscetibilidade e progressdo clinica da Doenca Falciforme

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é investigar a
presenca e a frequéncia das variantes polimoérficas em genes associados a apoptose, buscando
possiveis associacdes entre esses polimorfismos e progressao clinica da anemia falciforme.
Para realizacdo deste estudo é necessario comparar um grupo de pacientes que apresentam a
caracteristica estudada com um grupo de colaboradores que ndo apresenta esta caracteristica.
Vocé esta sendo convidado entdo, a participar do grupo controle, ou seja, que ndo possui a
doenca em questdo. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo servico de Hematologia e
hemoglobinopatias do HCPA do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se voceé aceitar participar da pesquisa, 0s dados necessarios para realizacdo do projeto
serdo obtidos através de analise de prontuérios e uma coleta de 3 ml de sangue da veia, neste
caso, serd utilizada uma aliquota do sangue doado. Procedimento que pode provocar um leve
desconforto no momento da coleta, no local onde a agulha for introduzida. Podera surgir neste
local uma area vermelha ou até mesmo roxa (hematoma) na pele, mas que também
desaparecera com o decorrer do tempo.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa. Apenas o tempo dispensado
para aplicacdo desse termo, associada a leitura compreensdo e assinatura.

A participacdo na pesquisa nao trara beneficios diretos aos participantes, porém,
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e os resultados
poderdo auxiliar a realizagdo de estudos e terapias futuras, ampliando o campo de
conhecimento genético da doenca, e possibilitando uma nova abordagem terapéutica, ou um
tratamento diferenciado para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, nao
havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituigéo.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participa¢do na pesquisa e Vocé
ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Dra. Lucia Silla pelo telefone (51) 33598850, com o pesquisador Dr: José Artur Bogo Chies,
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com a pesquisadora lanaé Indiara Wilke e Pesquisador executor Crepin Aziz Jose O. Agani —
(51) 995521991 do servico de Hematologia e Hemoglobinopatias do HCPA ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Pelo presente Consentimento Pos-informacdo, declaro que li e entendi o documento de
consentimento e o0 objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e riscos. Fui
igualmente informado de receber esclarecimentos sobre a pesquisa a ser realizada, da
liberdade de ndo participar do estudo, do anonimato e carater confidencial das informagdes.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do Responsavel (se aplicavel)

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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