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RESUMO

Introducéo: As manifestagdes clinicas da anemia falciforme (AF) s@o derivadas da
polimerizacdo da Hb S desoxigenada, que causa uma cascata de eventos
fisiopatolégicos. A hemoglobina fetal (Hb F) inibe essa polimerizacdo, levando a
fenotipo menos grave da doenca. Polimorfismos em loci de heranga quantitativa tém
sido associados aos niveis de Hb F. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
associacao entre polimorfismos em HBBP1, BCL11A e na regido intergénica HBS1L-
MYB e a concentracdo relativa total de Hb F, bem como a outros parametros
hematolégicos em criangcas com AF. Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo
de coorte retrospectiva, envolvendo criancas nascidas entre 1999 e 2008, com
anemia falciforme confirmada por técnicas moleculares, triadas pelo Programa de
Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) e encaminhadas ao Hemocentro de
Belo Horizonte. A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por PCR-RFLP,
sequenciamento génico ou PCR em tempo real. A determinacdo da concentracéo
relativa de Hb F foi feita por eletroforese de Hb em pH alcalino. As andlises de
associacdo entre as variaveis nominais foram feitas pelo teste do qui-quadrado ou
teste exato de Fisher. Para as variaveis continuas com distribuicdo normal, as
andlises foram realizadas utilizando o teste T ou ANOVA e as variaveis com
distribuicdo ndo-normal foram analisadas pelos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis. Resultados: Foram analisadas 233 criangas, sendo 119 (51,1%) do género
masculino. O tempo médio de acompanhamento foi 9,78 (+ 0,18) anos. O SNP
rs10128556 (HBBP1) nédo foi significativamente associado a concentracao relativa
de Hb F (p>0,05). A frequéncia do alelo T foi extremamente baixa (MAF=0,001).
Foram identificados apenas 3 (1,3%) heterozigotos (CT) e nenhum homozigoto TT.
Em BCL11A, os polimorfismos rs4671393 (alelo A) e rs11886868 (alelo C) foram
associados significativamente ao aumento da concentragdo de Hb F (p<0,001 e
p=0,008). Os polimorfismos rs7557939, rs11886868 e rs4671393 foram associados
ao aumento de Hb total (p<0,001). Em HBS1L-MYB, todos os polimorfismos foram
associados a concentracdo de Hb F. Os polimorfimos rs9399137 e rs35786788
apresentaram desequilibrio de ligacédo total;, os alelos “C” e “A”, respectivamente,
foram associados ao aumento da concentracdo de Hb F (p=0,002) e de Hb total
(p=0,001) e a diminuicdo da contagem de leucdcitos (p=0,004), reticulécitos
(p=0,003) e plaguetas (p=0,04). Os polimorfismos rs4895441 (alelo G) e rs9402686
(alelo A) associaram-se ao aumento da concentragao de Hb F (p=0,001), de Hb total
(p=0,001), e da saturacao periférica de oxigénio (SpO2) (p=0,001 e 0,004,
respectivamente). Esses polimorfimos também foram associados a diminuicdo da
contagem de reticuldcitos (p=0,001). O polimorfismo rs9494145 foi significativamente
associado ao aumento de Hb F (p=0,006), Hb total (p=0,001) e SpO2 (p=0,01) e a
diminuicdo da contagem de leucécitos (p=0,01) e reticulécitos (p=0,006). No
fragmento sequenciado em HBS1L-MYB, a insercéo/delecéo (In/del) AACCC/AAAC
foi associada ao aumento da concentracdo de Hb F e de Hb total (p=0,006) e a
diminuicdo da contagem de leucécitos (p=0,03) e reticuldcitos (p=0,01). Ja a troca de
base A>G na posigcdo 135097850 de HBS1L-MYB (rs nao disponivel) ndo foi
significativamente associada a concentragdo de Hb F nem a nenhum outro fator
hematolégico (p>0,05). Conclusdes: Este trabalho mostrou pela primeira vez a
influéncia de polimorfismos em BCL11A e HBS1L-MYB na concentracédo de Hb F e
de outros parametros hematolégicos em populacdo pediatrica com AF do estado de
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Minas Gerais. Os resultados encontrados corroboram a maioria dos estudos
previamente publicados.



ABSTRACT

Introduction: The clinical features of sickle cell anemia (SCA) are derived from the
polymerization of deoxy-Hb S that causes a pathophysiological cascade. Fetal
hemoglobin (Hb F) inhibits this polymerization, leading to a milder disease.
Polymorphisms at quantitative inheritance loci (QTL) have been associated with Hb F
levels. This study aimed to evaluate associations between HBBP1, BCL11A and
intergenic HBS1L-MYB and the relative concentration of Hb F, as well as other
hematological parameters in children with SCA. Materials and Methods: This is a
retrospective cohort study involving children born between 1999 and 2008, with SCA
confirmed by molecular techniques, screened by Newborn Screening Program of
Minas Gerais state and followed-up at the Blood Center of Belo Horizonte.
Polymorphism genotyping was performed by PCR-RFLP, sequencing or real-time
PCR. Relative Hb F concentration was determined by hemoglobin electrophoresis at
alkaline pH. Associations between the nominal variables were performed by the chi-
square test or Fisher's exact test. For the continuous variables with normal
distribution, analyses were performed using T or ANOVA test; variables with non-
normal distribution were analyzed by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests. Results:
233 children were analyzed, of which 119 (51.1%) were male. The mean follow-up
period was 9.78 (x 0.18) years. No association between rs10128556 (HBBP1) and
the relative concentration of Hb F (p>0.05) was found. The frequency of the T allele
was extremely low (MAF = 0.001), as expected. Only three (1.3%) heterozygotes
(CT) and no TT homozygotes were identified. Regarding BCL11A, rs4671393 (allele
A) and rs11886868 (allele C) were significantly associated with increased
concentration of Hb F (p<0.001 and p=0.008, respectively). Polymorphisms
rs7557939, rs11886868 and rs4671393 were associated with increased total Hb
(p<0.001). Regarding HBS1L-MYB, all polymorphisms were associated with Hb F
concentration. Polymorphisms rs9399137 and rs35786788 were in total linkage
disequilibrium and their “C” and “A” alleles, respectively, were associated with
increased Hb F (p=0.002) and total Hb (p=0.001) and decreased white blood cell
count (p=0.004), reticulocytes (p=0.003) and platelets (p=0.04). SNPs rs4895441
(allele G) and rs9402686 (allele A) were associated with increased Hb F (p=0.001),
total Hb (p ~ 0.001), and peripheral oxygen saturation (SpO2) (p=0.001 and 0.004,
respectively). These polymorphisms were also associated with decreased
reticulocyte counts (p=0.001). The rs9494145 polymorphism was significantly
associated with increased Hb F (p = 0.006), total Hb (p=0.001) and SpO2 (p=0.01)
and decreased white blood cell count (p=0.01) and reticulocytes (p=0.006) counts.
The insertion/deletion (In/del) AACCC/AAAC was associated with increased Hb F
and total Hb concentration (p=0.006) and decreased white blood cell count (p=0,03)
and reticulocytes (p=0.01) count. On the other hand, no association was found
between single-base substitution A>G at position 135097850 of HBS1L-MYB (rs not
available) and Hb F concentration or other hematological parameter (p>0.05).
Conclusions: This study showed for the first time the influence of BCL11A and
HBS1L-MYB polymorphisms on Hb F concentration and other hematological
parameters in pediatric population with SCA from Minas Gerais state. This results
corroborates most of the previously published studies.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As doencas falciformes incluem um conjunto de desordens genéticas com
heranca autossémica recessiva caracterizadas pela concentracdo de hemoglobina S
(Hb S; a2B52) superior a 50% (1). A anemia falciforme, estado homozigético para o
alelo 8% (Hb SS), além de ser o genotipo mais prevalente no Brasil, apresenta quadro
clinico e hematolégico frequentemente mais grave do que os demais genotipos (2,3).
A origem do alelo % € uma mutacdo missense (rs334) no sexto codon do gene da
globina beta, codificando uma valina residual no lugar do &cido glutamico,

aminoécido codificado normalmente nessa posicao (4).

A introdugéo do alelo B° no Brasil ocorreu como consequéncia do fluxo génico
promovido pelo tréfico de escravos africanos ao longo dos séculos XVI a XIX. Nesse
periodo, quase quatro milhdes de negros foram trazidos da costa ocidental da Africa
(1). Atualmente, em virtude de sua consideravel prevaléncia e morbimortalidade

associadas, a doenca falciforme constitui problema de Saude Publica no Pais (5).

Embora seja transmitida por heranga monogénica, a anemia falciforme €&
caracterizada por ampla diversidade fenotipica, evidenciando a influéncia de outros
fatores na modulacdo do curso clinico da doenca. Entre eles, citam-se fatores
ambientais, socioecondmicos e outros fatores genéticos como, por exemplo,
haplétipos do agrupamento da beta globina, coexisténcia de alfa talassemia e a
concentracéo relativa de hemoglobina fetal (6,7). InUmeras associa¢des de variantes

genéticas com subfenotipos da anemia falciforme tém sido relatadas (8).

A hemoglobina fetal (Hb F; azy2) é a mais importante moduladora do curso
clinico da anemia falciforme. A Hb F dificulta, ou mesmo, impede a polimeriza¢do da
desoxi-Hb S, evento que desencadeia as manifestacdes clinicas da doenca (9).
Trata-se da hemoglobina predominante desde a gestacao até um a dois meses apos
0 nascimento, quando os niveis de Hb F comecam a diminuir e ocorre substituicao
pela hemoglobina do adulto (Hb A; a282) (9). A producéo residual de Hb F passa,
entdo, a representar menos de 1% da producéo total de hemoglobina em individuos
sem anemia falciforme (10). Em individuos com anemia falciforme, a troca de Hb F
para Hb S acontece mais lentamente e niveis estaveis de Hb F ndo sdo atingidos

antes dos 5 anos de idade (11).
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A Hb F altera caracteristicas clinicas e hematoldgicas da anemia falciforme,
resultando em curso clinico menos grave. Niveis elevados de Hb F estdo associados
ao aumento da hemoglobina total e da sobrevida de eritrécitos, além da reducao da
incidéncia de intercorréncias clinicas, como crises de dor, sindrome toracica aguda,
Ulcera de perna e colelitiase (12-16). Adicionalmente, nivel aumentado de Hb F
prolonga a sobrevida dos pacientes (17).

Embora os efeitos benéficos do nivel elevado de Hb F no curso clinico da
anemia falciforme estejam amplamente descritos na literatura cientifica, as bases
moleculares da regulacdo da expressdo de Hb F ainda ndo estdo bem definidas.
Pacientes com anemia falciforme possuem grande variagdo na concentracao de Hb

F, que é uma caracteristica hereditaria (18).

O entendimento da modulac¢do dos niveis de Hb F é de grande relevancia
clinica, tendo em vista que niveis elevados de Hb F resultam, como referido, em

menor gravidade clinica nos pacientes com anemia falciforme (10).

O esclarecimento das bases genéticas e moleculares da regulacdo da Hb F
pode identificar, ainda, alvos terapéuticos que poderiam ser utilizados como meio
para aumentar a concentracdo dessa hemoglobina e, consequentemente, diminuir,

ou até mesmo inibir, as manifesta¢des clinicas da doenca.

Nos ultimos anos, estudos de associacdo genética tém identificado inUmeras
variantes em loci de heranca quantitativa (QTL — quantitative trait loci) associadas
aos niveis de Hb F (19-22). Os trés principais loci envolvidos na expressao do gene
y-globina sdo: BCL11A (linfoma de células B 11A), localizado no cromossomo 2p1l6;
a regido intergénica HBS1L-MYB no cromossomo 6923 e o sitio Xmnl na regido
promotora do gene HBG2, localizado no cromossomo 11p15 (10,22). Polimorfismos
genéticos encontrados nesses loci sdo responsaveis por cerca de 50% da variacao
fenotipica de Hb F (22).

A influéncia desses loci na regulacéo de Hb F tem sido confirmada em varias
coortes, entretanto, diferencas nas frequéncias alélicas em populac¢des distintas ou
no delineamento dos estudos, tornam os resultados ainda controversos (23-32).
Mais estudos se fazem necessarios para a obtencdo de resultados mais
consistentes e conclusivos. Poucos estudos analisaram a influéncia dessas
variantes nos niveis de Hb F em pacientes brasileiros e nenhum até o momento

analisou a populacdo de Minas Gerais (21,33,34). Adicionalmente, a grande maioria
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desses estudos ndo explorou a interferéncia desses polimorfismos no curso clinico
da doencga, isto é, alterando outras caracteristicas laboratoriais e clinicas (25,35,36).

A razdo principal da presente pesquisa funda-se, portanto, nos dados ora resumidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemoglobina — estrutura e fungao

A hemoglobina humana € uma proteina globular tetramérica, composta por
dois pares de cadeias polipeptidicas. Cada polipeptideo possui uma area central,
onde se inserem o0s grupos heme ligados a atomos de ferro. Sua principal funcéo é o
transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes para os tecidos. Mas também carreia outros
gases como, por exemplo, dioxido de carbono (CO2) e éxido nitrico (NO) (37).

As diferentes hemoglobinas humanas diferem quanto as cadeias peptidicas
constituintes. Os genes que codificam as cadeias alfa (, a1 e a2) e beta (g, Gy, Ay,
0 e B) estdo localizados nos cromossomos 16 e 11, respectivamente. Em cada
agrupamento, o ordenamento dos genes reflete seu padrdo de expressao ao longo

do desenvolvimento embrionario (37,38).

Até o primeiro trimestre de gestacdo, a expressdo do gene ¢-globina leva a
producdo de globina embrionaria pela linhagem primitiva de eritrécitos presente no
saco vitelino. Concomitantemente, no agrupamento alfa, a expressao do gene (-
globina ocorre durante os primeiros estagios da embriogénese. Em seguida, com o
surgimento dos primeiros eritrocitos anucleados no figado, os genes y-globina
passam a ser expressos, juntamente com o gene da a-globina, predominando,
portanto, a Hb F (a?y?). Os dois genes y, embora funcionalmente idénticos, diferem
guanto a presenca dos aminoéacidos glicina (®y) ou alanina (Ay) na posi¢do 136 da
cadeia alfa. Apés o nascimento, a Hb F vai sendo gradativamente substituida pela
hemoglobina do adulto (Hb A) em um processo mediado por reguladores
transcricionais. Ocorre nesse periodo progressivo silenciamento dos genes y e

ativacédo do gene (3 (Figura 1) (38,39).
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Figura 1: Representacdo esquematica da mudanga no padrdo de expressdo dos genes do agrupamento da B—globina. O
grafico mostra a porcentagem da sintese de cada gene do agrupamento, em relagdo ao local onde é produzido e o periodo
de gestagdo. Modificado de: (38).

Nos eritrécitos de adultos saudaveis, as hemoglobinas presentes sédo
representadas por aproximadamente 97% de Hb A, seguida de cerca de 2% de Hb
Az e cerca de 1% de Hb F. Em individuos com anemia falciforme, a troca de Hb F
para Hb S acontece mais lentamente e niveis estaveis de Hb F ndo sdo atingidos
antes dos cinco a dez anos de idade. Devido a presséao seletiva atribuida aos efeitos
benéficos da Hb F na anemia falciforme, muitos desses pacientes possuem
concentracdo aumentada de Hb F, mas trata-se de caracteristica quantitativa com

grande variabilidade interpessoal (40).
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2.2 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias abrangem um conjunto de desordens geneticamente
determinadas, com consequéncias estruturais e/ou funcionais na molécula de
hemoglobina (41). Estima-se que 7% da populacdo mundial seja afetada e que entre
300.000 e 400.000 bebés nascem anualmente com alguma hemoglobinopatia grave,

sendo a grande maioria (90%) em paises de baixa ou média renda (42,43).

Em termos gerais, podemos classificar as hemoglobinopatias em dois

principais grupos, as talassemias e as variantes estruturais da hemoglobina.

As talassemias consistem em alteracfes quantitativas na sintese de cadeias
globinicas, sendo, a a-talassemia e a B-talassemia as mais importantes sob o ponto
de vista clinico. Em ambos os casos, mutacdes nos genes correspondentes
reduzem (a* ou B*) ou suprimem (a° ou B°) sua expressdo, causando desequilibrio
das concentracdes de cadeias alfa e beta. O quadro clinico desses pacientes € bem

variado e depende do grau de deficiéncia na sintese de hemoglobina (41,44).

Ja as alteracdes estruturais, levam a producdo de hemoglobinas variantes.
Mais de 1.200 variantes de hemoglobina ja foram descritas até o0 momento; a
maioria, clinicamente silenciosa (45). Grande parte das hemoglobinas variantes é
causada por mutacdes missense que levam a troca de aminoacido na cadeia
peptidica. Entre elas, podemos destacar as variantes Hb S, Hb C e Hb D, as mais

encontradas em nosso meio (46).
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2.3 Doenca Falciforme

A variante Hb S é responsavel pela doenca falciforme, a hemoglobinopatia
mais prevalente, totalizando mais de 80% dos casos (47). A Hb S é resultante de
uma mutacdo de ponto, com alteracdo de nucleotideo (HBB:c.20A>T) no gene da
beta globina, levando a substituicdo do sexto aminoacido (beta 6(A3) Glu>Val) da

cadeia polipeptidica (4).

A figura 2 mostra a estrutura da molécula de hemoglobina, com suas quatro
hélices e grupos heme associados a atomos de ferro, onde os gases se ligam.
Mostra, também, a localizacdo da mutacdo B° na cadeia. No lado direito da figura,
pode-se aquilatar o grau de empacotamento das moléculas de hemoglobina dentro
dos eritrécitos, o que diminui a area de contato com o liquido solvente (plasma),
permitindo maior eficiéncia no transporte de gases. Por outro lado, pode acarretar
polimerizacdo de moléculas da Hb S por meio de ligeira desoxigenacdo. A parte
inferior da figura mostra a alteragcdo na estrutura quaternéaria da Hb S quando
desoxigenada. Nesse estado, os atomos de ferro deslocam-se em relacdo aos

planos dos grupos heme e a cavidade central torna-se maior (37).
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Figura 2: Estrutura da molécula de hemoglobina. (A) Representagdo do tetramero, localizagdo dos grupos heme ligados aos
atomos de ferro e posicdo da substituicdo do sexto aminodcido quando da formagdo da Hb S. No lado direito,
empacotamento das moléculas dentro dos eritrécitos. (B) Alteragdo na estrutura quaternaria da Hb S: no lado esquerdo oxi-
Hb S e no lado direito desoxi-Hb S. Modificado de: (37)

Dois principais fatores permitem compreender a distribuicdo global do alelo
BS. Primeiramente, a vantagem adaptativa conferida aos portadores do traco
falcémico (Hb AS) por meio da resisténcia a infeccdo pelo Plasmodium, causador da
malaria. A figura 3 mostra a distribuicdo mundial da Hb S em coincidéncia com a
distribuicdo global da malaria. Por outro lado, a distribuicdo mundial do alelo BS é
influenciada pelo local geografico onde ocorreu a mutacdo, locais estes
correspondentes aos cinco haplétipos mais comuns associados ao alelo BS. Quatro
sao africanos, Bantu ou CAR (Central African Republica), Benin (Ben), Senegal
(Sen) e Camarbes (Cam), e um asiatico, o Arabe-Indiano. A existéncia desses
hapl6tipos em combinacdo com a regido de maior prevaléncia de cada um deles
suporta a evidéncia de que a mutacdo causadora da Hb S ocorreu mais de uma vez
e sua distribuigcéo foi sendo ampliada progressivamente com as migracoes (7).
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Figura 3: Distribuigdo do alelo BS. Frequéncia do alelo BS (A) em sincronia com a distribui¢do global da malaria (B).
Modificado de: (7)

O termo doenca falciforme abarca um conjunto de desordens genéticas,
caraterizadas pela presenga de pelo menos um alelo B (1). Dentre os genoétipos
associados a doenca falciforme, destacam-se os de maior relevancia clinica em
nossa regido, os genoétipos Hb SS, Hb SC, Hb SB*-tal, Hb SB%tal € HbSDpunjab. A
anemia falciforme, estado de homozigose para o alelo BS, é a mais prevalente no

Brasil e a mais grave (5).
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2.4 A Doenga Falciforme no Brasil

A formacdo da populacdo brasileira recebeu contribuicdo de grupos
amerindios, europeus e africanos. O alelo BS ndo estd presente em populacdes
amerindias, tendo sido introduzido no Brasil pela populacdo africana durante o
regime escravocrata. A contribuicdo da populacdo europeia nesse sentido foi
insignificante (48,49).

A triagem neonatal para doencas congénitas foi incorporada ao SUS em
1992, por meio da Portaria GM/MS n.° 22/1992, com testes para fenilcetonuria e
hipotireoidismo congénito (Fase I). Sua funcdo é detectar, confirmar, diagnosticar,
acompanhar e tratar os casos suspeitos para as doencas triadas (51). Em 2001, a
inclusdo das doencas falciformes e outras hemoglobinopatias na Fase Il de
implantacdo do programa (Portaria GM/MS n.° 822/2001) foi um passo fundamental
para o inicio da mudanca da historia natural da doenca falciforme no pais (52,53).
Antes mesmo da publicacdo dessa portaria, em marco de 1998, Minas Gerais ja
havia iniciado o Programa de Triagem Neonatal (PTN-MG), com recursos estaduais.

O diagnostico precoce permite acdes de intervencdo e manejo dos pacientes
com doenca falciforme, capazes de evitar algumas intercorréncias graves e, até
mesmo, reduzir a taxa de morbimortalidade da doenca (53). Essas ac¢des incluem
antibioticoterapia profilatica, vacinacdo preventiva, deteccdo e tratamento de
vasculopatia cerebral e uso de hidroxiureia para os casos mais graves (54,55).

Os hemocentros tém sido referéncia para tratamento de distlrbios
hematolégicos, o que inclui os pacientes com doenca falciforme. Na maioria dos
estados brasileiros, os centros de referéncia localizam-se nos ambulatérios dos
hemocentros, como em Minas Gerais.

O préximo passo para a consolidacdo do reconhecimento da doenca
falciforme como um problema de saude publica no Brasil foi a criacdo da Politica
Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca Falciforme e outras
Hemoglobinopatias, instituida em 2005.

A populacdo africana foi trazida para o Brasil como mao de obra escrava.
Mesmo com a abolicdo da escravatura, o contexto histérico a que foram submetidos
os afrodescendentes fez com que eles tivessem poucas oportunidades de
desenvolvimento social e econdmico. Nesse sentido, muitos dos pacientes com

doenca falciforme incluem-se nos segmentos de menor poder econémico e sdo, em
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sua maioria, usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS) (Fonte: dados da SVS/MS
e do IBGE). Por essa razéo, a doenca falciforme foi incluida nas acbes da Politica
Nacional de Atencéo Integral a Saude da Populacédo Negra e nos artigos 187/188 da
Portaria MS/GM n° 2.048, que regulamenta o SUS.

Mais recentemente, em 2015, foi incorporado ao SUS o transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico aparentado para tratamento da
doenca falciforme, obedecendo a critérios de inclusdo e recomendacbes
especificados na Portaria n° 30/2015. Vale ressaltar que o TCTH € o Unico
tratamento curativo para doenca falciforme até o momento (56), apesar dos notorios
avancos recentes da terapia génica (57)

A distribuicdo do alelo BS no Brasil é bastante heterogénea e depende da
composicao relativa de negroides e caucasoides nas diversas areas populacionais
(53). A tabela 1 mostra a incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com doenca
falciforme em alguns estados brasileiros, a partir de dados dos PTN. Nota-se maior

incidéncia nas regides norte e nordeste em comparacao as regides sul e sudeste.

Tabela 1: Incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com doenca falciforme (todas os
subtipos) em alguns estados brasileiros

ESTADOS INCIDENCIA

Bahia 1: 650
Rio de Janeiro 1:1.300
Pernambuco, Maranhao, Minas Gerais e Goias 1: 1.400
Espirito Santo 1: 1.800
Sao Paulo 1: 4.000
Rio Grande do Sul 1:11.000
Santa Catarina e Parana 1:13.500

Fonte: Programas Estaduais de Triagem Neonatal (Ministério da Saude, 2014)

No estado de Minas Gerais, 0 PTN-MG mostrou que a incidéncia de anemia
falciforme (Hb FS ao nascimento) é de um a cada 2.400 recém-nascidos vivos (5). A
figura 4 mostra a incidéncia da anemia falciforme em nascidos vivos no estado de

Minas Gerais, de acordo com as Diretorias Regionais de Saude (DRS) (46).
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Figura 4: Incidéncia da anemia falciforme em Minas Geais. Incidéncia da anemia falciforme em nascidos vivos, por
Diretorias Regionais de Satiide — DRS Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais - 1998/2001 Fonte: (46)

25



2.5 Fisiopatologia da Doenga Falciforme

Apesar da aparente simplicidade da mutag&o causadora, a doenca falciforme
produz uma diversidade de eventos fisiopatolégicos que se iniciam a nivel molecular

e alcancam consequéncias sistémicas (6).

Primariamente, a desoxigenacdo da molécula Hb S favorece a formacéo de
pontes de hidrogénio entre a valina codificada como primeiro aminoacido da cadeia
beta globina e a valina resultante da substituicdo de nucleotideo no sexto cédon (1).
As pontes de hidrogénio causam modificacdes estruturais na molécula, promovendo
interacbes moleculares entre outros aminoacidos da cadeia. Assumindo nova
conformacdo espacial, os filamentos de Hb S se agregam e formam extensos
polimeros que distorcem a membrana e citoesqueleto da hemacia, levando ao

formato de foice (1,4).

O processo de falcizacéo reflete alteracdes fisico-quimicas na membrana das
hemacias que as tornam mais rigidas e aderentes ao endotélio vascular (6). Como
consequéncia, e em combinacdo com recrutamento de leucdcitos e plaquetas,
ocorre obstrucédo do fluxo sanguineo na microcirculacdo. Esse processo, conhecido
como vaso-oclusdo (figura 5), desencadeia resposta inflamatéria e disfuncdo
endotelial (58).
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Figura 5: Mecanismo de vaso-oclusdo na anemia falciforme. A falcizagdo dos eritrécitos ocorre como resultado da
desoxigenagdo da Hb S e também por outros fatores, como desidratagdo, acidose e temperatura. Esse processo resulta em
vaso-oclusdo. Com a resolugdo da vaso-oclusdo, ocorre reperfusdo. Ciclos repetidos de isquemia e reperfusdo causam
estresse oxidativo, acentuando o processo inflamatério. Os radicais livres causam dano endotelial e ocorre agregacdo
celular. A parede vascular torna-se, em Ultima instancia, mais vulneravel a oclusdo. Modificado de: (2)

Ao circularem nos capilares teciduais, hemacias contendo Hb S passam por
ciclos de oxigenacdo e desoxigenacdo e, assim, polimeros de Hb S formam-se
repetidamente (58). Com a reoxigenacdo, as hemacias podem reassumir a forma
normal, entretanto, a repeticdo desse processo diminui sua sobrevida (4). A taxa de
hemdlise, frequentemente, excede a capacidade de producdo de novos globulos

vermelhos pela medula 6ssea, resultando em anemia hemolitica crénica (58).

Conforme ilustrado na figura 6, uma das consequéncias da hemolise
intravascular é a geracao de espécies reativas de oxigénio, as quais consomem 0
NO local produzido pelas células endoteliais. O NO modula a atividade hemostéatica
por meio de inibicdo plaquetaria, além de ser um potente vasodilatador. Portanto, a
deplecdo desse gas causa estado de hipercoagulabilidade e pode comprometer a
reologia sanguinea (7).
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Figura 6: Hemdlise e disfungdo endotelial na anemia falciforme. A hemdlise libera hemoglobina e arginase no plasma. A
arginina é precursora da producdo de NO. A arginase degrada a L-argina, levando a produgdo de NO reduzido. A
hemoglobina livre no plasma interage com o NO, produzindo metemoglobina (Met-Hb) e nitratos, levando a deple¢do do
NO produzido. Um mecanismo adicional que ocorre normalmente durante os episddios vaso-oclusivos refere-se a produgdo
de radicais livres com a oxidagdo do NO. O NO é um vasodilatador e sua deplegdo complica ainda mais o processo vaso-

oclusivo. A quantidade de hemdlise intravascular varia entre os pacientes. Modificado de: (2)

A vaso-ocluséo e a hemdlise sao os principais fenémenos fisiopatolégicos que

dao origem as manifestacdes clinicas da anemia falciforme.
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2.6 Caracteristicas clinicas e laboratoriais da Doenca Falciforme

Os primeiros trés a quatro meses de vida das criancas com doenca falciforme
sdo assintomaticos, pois quantidades significativas de Hb F produzidas nesse
periodo as protegem das complicacbes da doenca. Esse periodo, que dura em torno
de trés meses, permite a triagem neonatal e acbes de intervencdo precoce, como

por exemplo, a introducéo de penicilina profilatica (58).

Apés os trés meses de vida, com o decaimento progressivo da producdo Hb F
e concomitante aumento da Hb S, comegam aparecer algumas complicagdes, como
sequestro esplénico e dactilite. Entretanto, a maioria das complicacbes tende a

surgir apés o primeiro ano de vida (58).

A anemia falciforme é doenca inflamatéria crénica, permeada de eventos
agudos ao longo da vida dos pacientes. Dentre 0s principais eventos, estdo as
frequentes crises de dor aguda no peito, costas, abdémen e extremidades. Elas

podem durar dias ou, muito raramente, até mesmo semanas (59).

A tabela 2 mostra algumas complicacbes da doenca, de acordo com o

fenbmeno fisiopatoldgico primério responséavel, vaso-oclusdo ou hemdlise.
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Tabela 2: Algumas manifestacdes clinicas da doenca falciforme de acordo com o
principal componente fisiopatologico

Complicac¢8es vaso-oclusivas
Episddios de dor aguda
Acidente vascular cerebral
Sindrome toracica aguda
Priapismo
Doencas hepaticas
Sequestro esplénico
Ulcera de perna
Retinopatia proliferativa

Insuficiéncia Renal

Complicagbes hemoliticas
Infeccdes
Colelitiase
Anemia
Crise aplastica

Ictericia

Modificado de: (59)

A expressao fenotipica da doenca falciforme é bastante variavel. A anemia
falciforme (Hb SS) €, sem duvida, o genoétipo que apresenta maior gravidade clinica
e hematoldégica (1). A tabela 3 mostra algumas caracteristicas laboratoriais da

anemia falciforme.
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Tabela 3: Algumas caracteristicas laboratoriais da anemia falciforme

Hb S 80-100%

Anemia normocitica e normocrénica Hb = 5-10 g/dL

Reticulécitos Aumentados (5% a 30%)

Leucocitos Aumentados, principalmente durante as
crises

Plaquetas Aumentadas e com formas anormais

Bilirrubina Indireta Elevada (=6 mg/dL)

Modificada de: (1)
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2.8 Efeitos dos niveis elevados de Hb F na Anemia Falciforme

A Hb F é a principal modificadora de eventos clinicos e parametros
hematoldgicos da anemia falciforme. Ela eleva a solubilidade da Hb S, evitando sua
polimerizacdo em situagbes de baixa oxigenacdo. Além disso, ela reduz a

concentracdo corpuscular média de Hb S (60).

A estrutura microrradiografica revela que a fibra se estabiliza através da
ligacdo entre a valina mutante hidrofébica ligada a uma sequéncia de aminoéacidos
hidrofobicos, nas posicdes 85 a 88 da cadeia adjacente. Como a y-globina possui
glutamina no lugar de treonina na posi¢do 87 da B globina, a interacdo hidrofébica
torna-se mais fraca. Consequentemente, o tetramero de Hb F possui probabilidade
muito menor de copolimerizagdo com o tetramero de Hb S, contendo duas cadeias
BS (figura 7) (61).

Doenca Falciforme
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Figura 7: Como a Hb F inibe a polimerizagdo da Hb S. A parte superior da figura mostra a mudancga de expressdo dos genes
y-globina para BS-globina apds o nascimento em pacientes com doenca falciforme. A parte inferior da figura mostra a
estabilizagdo da fibra Hb S através de ligagdo hidrofébica entre a valina mutante e outros aminodcidos hidrofébicos. No
hibrido Hb F/Hb S, a presenga do aminodcido glutamina no lugar da treonina da posi¢cdo 87 da Hb F torna a interagdo
hidrofébica mais fraca e com menos probabilidade de copolimerizagdo. Modificada de: (61)

v

Com a reducéo da polimerizacdo, os eventos de vaso-oclusdo, bem como a

anemia hemolitica, também reduzem, amenizando as complicacdes da doenca. A
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tabela 4 mostra os efeitos do nivel elevado de Hb F em caracteristicas clinicas e

hematoldgicas da doenca falciforme.

Tabela 4: Efeitos do nivel elevado de Hb F em fatores clinicos e hematologicos da
Doenca Falciforme

Fatores clinicos/hematoldgicos

Efeito do nivel elevado deHb F

Sobrevida

Prolonga sobrevida

Crises de dor/dactilite

Reduz a incidéncia

Sindrome torécica aguda

Reduz a ocorréncia

Ulcera de pernas

Efeito protetor

Osteonecrose

Evidéncia controversa de efeito protetor

Priapismo

Pouca ou nenhuma evidéncia de efeito

protetor

Funcdo renal/albumindria

Pouca ou nenhuma evidéncia de efeito

protetor

Doenga cerebrovascular

Evidéncia controversa de efeito protetor
em criangas, mas com evidéncias de

protecdo em adultos

Sequestro esplénico

Efeito protetor

Bacteremia Pouca ou nenhuma evidéncia de efeito
protetor

Colelitiase Efeito protetor

Retinopatia Baixos niveis de Hb F possivelmente

aumentam ocluséo capilar

Vasculopatia/velocidade de regurgitacédo

tricispide

Pouca ou nenhuma evidéncia de efeito

protetor

Morte do feto em gestacédo

Diminuig&o do risco

Sobrevida de eritrocitos

Aumenta a vida util de reticulécitos

Hemoglobina total

Aumenta o nivel

Revisado em: (8)

O Multicenter Study of Hydroxyurea (MSH), publicado em 1995, estudou a
eficacia da hidroxiureia (HU), indutora da producédo de Hb F em pacientes adultos
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com anemia falciforme. Esse estudo clinico de fase lll, randomizado, duplo-cego e
controlado, mostrou que o tratamento com HU promove melhora significativa na
evolucdo da doenca, com diminuicdo significativa da taxa anual de crises de dor,
sindrome toracica aguda e necessidade de transfusdo sanguinea, sem causar

efeitos adversos importantes (62).

Em nove anos de seguimento dos pacientes inscritos no estudo MSH,
Steinberg e colaboradores investigaram se a HU atenuaria a mortalidade em
pacientes com anemia falciforme. Esse estudo mostrou que a HU reduziu em 40% a
mortalidade e que a sobrevida estava relacionada ao aumento dos niveis de Hb F e
a reducdo de crises vaso-oclusivas (17).

Esses resultados levaram a aprovacao da HU, em 1998, para tratamento de
pacientes sintométicos com doenca falciforme pela United States Food Drug
Administration (FDA) (63).

Em 2000 iniciou-se o Hydroxyurea to Prevent Organ Damage in Children With
Sickle Cell Anemia — Baby Hug trial, com o objetivo de avaliar a seguranca e eficacia
da hidroxiureia em 193 bebés entre nove e 18 meses, com Hb SS ou SR°-
talassemia. Quanto aos fatores hematolégicos, o tratamento com HU aumentou a
concentracdo de Hb F e diminuiu a contagem de leucdcitos. Houve tendéncia a
diminuicdo de sindrome toracica aguda, hospitalizacdo e transfusdo. Embora o
tratamento ndo tenha reduzido a disfuncdo esplénica e renal (desfechos primarios
desse ensaio clinico), resultou em grande beneficio clinico por meio da reducéo de
eventos agudos como dactilite e dor. Os efeitos adversos foram restritos a
neutropenia leve a moderada (64). A HU passou, entdo, a ser considerada para esse

grupo de pacientes.

Recentemente, em 2016, o ensaio clinico de fase Ill randomizado
Transcranial Doppler with Transfusions Changing to Hydroxyurea (TWiTCH) mostrou
que o tratamento com HU reduziu a velocidade média maxima de fluxo sanguineo
(VMM) no mesmo grau que o regime de transfusdo crénica em criangas com anemia
falciforme com alto risco de desenvolvimento de acidente vascular cerebral

detectado pelo Doppler transcraniano (65).

A HU e, atualmente, o Unico farmaco disponivel para tratamento de pacientes
com doenca falciforme. O efeito benéfico da HU na anemia falciforme é

consequéncia, entre outros mecanismos, da inducao de elevagédo dos niveis de Hb
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F, como anteriormente mencionado. A HU blogueia o ciclo celular na fase S e é um
potente indutor de Hb F (66). A elevacdo do nivel de Hb F aumenta a sobrevida das
hemacias, reduzindo a hemolise. Além disso, a reducdo no numero de hemacias
falcizadas diminui a aderéncia ao endotélio vascular e, consequentemente, a vaso-
oclusdo. A figura 8 ilustra o mecanismo de acdo da HU na medula 0ssea, na

circulacdo sanguinea e na parede vascular (59,67).
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Figura 8: Mecanismos de agdo da hidroxiureia na doenga falciforme. Ao eliminar seletivamente as células da medula 6ssea,
a hidroxiureia aumenta o nimero de eritroblastos que produzem Hb F. Ndo sdo conhecidos efeitos diretos da hidroxiureia
na expressdo génica. A celularidade da medula éssea também pode ser diminuida. Concentragdes mais elevadas de HbF
reduzem a polimeriza¢do da Hb S e o nimero de eritrécitos deformados, densos e danificados. Células com teor elevado de
Hb F sobrevivem por mais tempo, atenuando a hemdlise e levando a uma redugdo na contagem de reticulécitos. A
contagem de granulécitos, mondcitos e plaquetas circulantes é diminuida. A probabilidade de vaso-oclusdo é reduzida pela
redugdo do nimero de eritrécitos falcizados que podem aderir e danificar o endotélio. Modificado de: (59)

Os haplétipos BS sdo definidos pela variacdo de sequéncias de DNA no
agrupamento de genes da B-globina, que alteram o sitio de reconhecimento de
endonucleases de restricdo. Esses haplétipos influenciam a gravidade da doenca
por influenciarem, principalmente, os niveis de Hb F. Pacientes com os haplotipos

Senegal ou Arabe-Indiano possuem niveis mais elevados de Hb F e apresentam
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quadro clinico menos grave, enquanto pacientes com o haplotipo Central African
Republic (CAR) tém os menores niveis de Hb F e apresentam quando clinico mais
grave. Os haplétipos Benin e Camardes sdo associados a niveis intermediarios de
Hb F. A figura 9 mostra a localizacado dos polimorfismos de nucleotideo Unico (single
nucleotide polymorphism - SNP) do agrupamento da beta globina utilizados na
determinacdo dos haplotipos. Mostra, também, as endonucleases de restricdo que
identificam esses SNPs por meio do reconhecimento de sitios de clivagem
especificos na sequéncia de DNA. A parte inferior da figura caracteriza o quadro
clinico normalmente encontrado em cada haplétipo, bem como suas respectivas
quantidades de hematdcrito e Hb F. Entretanto, em todos os haplotipos ocorre

variacdo nos niveis de Hb F, sugerindo a influéncia de outros loci nessa regulacéo

(9).

' FENOTIPO MAIS BRANDO FEM
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Figura 9: Representacdo da relagdo entre hapldtipos da beta globina e a gravidade clinica da doenga falciforme. Modificado
de: (68)
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2.8 Bases genéticas da regula¢ao da Hb F

Na fase adulta de uma pessoa sem doenca falciforme, quantidades minimas
de Hb F produzidas séo restritas as células-F, células que apresentam quantidades
mensuraveis de Hb F (69). Algumas pessoas continuam produzindo quantidades
consideraveis de Hb F na fase adulta. Em geral, pacientes com anemia falciforme
apresentam concentragcdes mais elevadas de Hb F, conforme mostra a figura 10.
Isso se deve, em parte, ao estresse eritropoiético a que estdo submetidos esses
pacientes (61).

HbaA, 181 participantes
M HeAS: 500 participantes
( Hb55: 440 participantes

Logio da guantidade transformada de Hb F como porcentagem de Hb total

Comparacgdo da distribuicdo de Hb F. Comparagdo da distribuicdo de Hb F entre individuos ndo portadores do
alelo B* (Hb AA), com trago falciforme (Hb AS) e com anemia falciforme (Hb SS). A concentragdo média de Hb F foi 0,8%
para os individuos com o gendtipo Hb AA, 0,9% para Hb AS e 5,2% para Hb SS. Modificada de:

Portadores dos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano possuem um SNP
(rs7482144) identificado pela endonuclease de restricdo Xmnl, localizado na regiao
promotora do gene HBG2 (9). Esse polimorfismo foi fortemente associado com
niveis elevados de Hb F em varias coortes (28,33,70). Ja os portadores dos

haplétipos CAR e Benin, ndo possuem esse polimorfismo e apresentam
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concentracdo menos elevada de Hb F, conforme discutido anteriormente. Em 2010,
Galarneau e colaboradores demonstraram que o SNP designado Xmnl néo seria a
variante causal da concentracdo elevada de Hb F. Os autores sugeriram que outro
polimorfismo (rs10128556), localizado no gene HBBP1 e que esta em desequilibrio

de ligacdo com Xmnl, seria o responsavel pela elevacéo do nivel de Hb F (32).

Estudos de associacdo gendmica ampla identificaram que o locus BCL11A
esta associado com variagdes no nivel de Hb F (9). A associacéo desse locus com o
fendtipos Hb F foi observada em individuos saudaveis, com B-talassemia e também

em pacientes com doenca falciforme (19,22,27,28,33).

O gene BCL11A ¢ localizado no cromossomo 2pl6 e codifica uma proteina
dedo de zinco (zinc finger), que se liga ao DNA (39). A proteina BCL11A se liga em
varios locais ao longo do cluster da p-globina, incluindo a regido de controle do locus
e elementos acentuadores da transcricao (39). Andlises de nocaute génico em
eritrécitos mostraram que BCL11A é uma repressora da expressdo do gene y-
globina e que sua perda evita o silenciamento desse gene que normalmente ocorre
durante o desenvolvimento tardio do feto (71,72). Consistentemente com a funcao
silenciadora do gene y-globina, BCL11A é expressa em precursores eritroides (28).
A influéncia desse locus no nivel de Hb F tem sido amplamente confirmada (ver
tabela 5).

O locus HBS1L-MYB, designado HMIP, compreende uma regido entre 0s
genes HBS1L e MYB no cromossomo 6qg23. Essa regido é dividida em trés blocos
em desequilibrio de ligacdo (HMIP 1, 2 e 3) e abrange aproximadamente 79 kb
(quilobases). Conforme ilustrado na figura 11, o segmento quase continuo de HMIP
inicia-se a 188 pb 5 do éxon 1 de HBS1L e termina a 45 kb a 5 de MYB (73).
Inimeros SNPs em HMIP foram associados com o nivel de Hb F e com o nimero de
células-F (24,27,30,34,35,74,75).

A proteina MYB € um bem caracterizado fator de transcricao nuclear expresso
em ceélulas hematopoiéticas (76). O aumento da expressdo de MYB inibe a
expressdo de HBG. A diminui¢cdo dos niveis de MYB foi associada com expansao
celular reduzida e diferenciacao eritroide acelerada (77). Isso sugere que o nivel de
MYB pode afetar a quantidade de Hb F por meio de seu efeito no ciclo celular (9).

Estudos filogenéticos sugerem que a proteina HBS1L participa do processo

de traducao, auxiliando na passagem de polipeptidios nascentes dos ribossomos ou
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carreando t-RNA (RNA transportador) (78). Sua expressédo foi negativamente
correlacionada com o nivel de células-F (73).

136.6 Mb

HMIP 3 (23 kb)

HMIP2(24kb) [T o
HMIP 1 (7.5 kb) - |(I| - |T|| 'u U THITm 7
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HBS1L 1a
Organizagdo gendmica do cromossomo 6, com énfase na regido intergénica HBS1L e MYB. As regides cobertas

pelos trés blocos (HMIP 1, 2 e 3) sdo indicadas por colchetes e os pequenos tragos verticais dentro desses trés colchetes
indicam a localizagdo de SNPs. As setas tracejadas indicam a orientagdo transcricional nos dois genes. Fonte:

Menzel e colaboradores, estudando grupos de pacientes afrodescendentes e
europeus com anemia falciforme, observaram dois blocos alélicos espacialmente
separados e que aumentam o nivel de Hb F. Esses blocos foram denominados “A” e
“B” (79). Polimorfismos em HMIP2A e HMIP2B que promovem elevacdo de Hb F
existem em clados (clades) distintos que definem haplétipos. O haplétipo A-B
associa-se a concentracdes mais elevadas de Hb F, enquanto o haplétipo a-b

associa-se a concentragdes mais baixas (74).

Reunindo uma série de informacdes provenientes de estudos experimentais,
Bauer e Orkin propuseram um modelo que explica a via de repressao dos genes y-
globina por BCL11A (figura 12). O fator de transcricdo eritroide KLF1 ativa a
transcricdo de BCL11A, ligando-se a sua regido promotora. Possivelmente, a
expressdo de KLF1 é regulada por MYB. GATAl e TAL1l se ligam a regido
acentuadora de BCL11A, aumentando sua expressao. BCL11A participa de um
complexo transcricional multiproteico que atua em precursores eritroides. Suas
proteinas parceiras incluem fatores de transcrigdo (FT's), como GATA1 e FOX6, por
exemplo, além de reguladores da cromatina (NURD e DNMTL1) e correpressores
transcricionais (NCoR e BCoR). Apesar de BCL11A ocupar a cromatina eritroide na
regido do cluster da B-globina e se ligar em vérios locais desse agrupamento, ndo se

liga diretamente aos genes y-globina. Isso sugere que sua atuacdo na repressao
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desses genes da-se a distancia, ligando-se a LCR, acentuadores e outras regides do
agrupamento. A consequéncia da expressdo “normal” de BCL11A em eritrocitos

adultos € a predominancia da Hb A em detrimento da Hb F (39).
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Figura 12: Via de repressdo BCL11A-Hb F. A expressdo de BCL11A é regulada por KLF1, GATA1 e TAL1. KLF1, por sua vez é
regulado por MYB. BCL11A atua no cluster da B-globina associada a um complexo proteico regulador da transcricdo. A
expressao de BCL11A reprime a expressdo dos genes y-globina, aumentando concomitantemente a expressdo do gene B-
globina. Modificado de: (39)

Conforme discutido por Bauer e Orkin, diversas razfes sustentam a
relevancia desses achados da associacdo entre os loci BCL11A, HBS1L-MYB e
HBG2 e o nivel de Hb F(39). Primeiro, diferentemente da maioria dos SNPs
encontrados em estudos de associacdo genémica ampla, que resultam em pequeno
efeito no desfecho de interesse, SNPs nesses trés loci explicam cerca de 50% da
variacdo nas concentracées de Hb F em pacientes com anemia falciforme (32,61).
Ou seja, trata-se de uma arquitetura genética relativamente simples, mas com

grande efeito. Em segundo lugar, os resultados tém sido robustos e, nha maioria das
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vezes, reprodutiveis. Ha relatos de associacdo em populagfes europeias, africanas,
asiaticas, em individuos saudaveis ou com [(-hemoglobinopatias (22,24,33,80).
Terceiro, muitas das variantes associadas a concentracdo da Hb F também foram
associadas com gravidade clinica na anemia falciforme e na [-talassemia,
evidenciando o potencial terapéutico dessas descobertas (25,35,36,80-82). Por
altimo, e ndo menos importante, os resultados corroboram conhecimentos prévios
da atuacdo molecular desses loci em vias biolégicas, conforme discutido

anteriormente (39).

Essas descobertas tém sugerido novas abordagens terapéuticas para a
anemia falciforme e para a B-talassemia, por meio de edicdo do genoma (39,57,61).
Um exemplo de terapia génica para tratamento de doenca falciforme € a inducao de

Hb F por meio de edicdo de genoma em BCL11A (figura 13).

O mecanismo do efeito de SNPs em BCL11A na regulacdo da producéo de
Hb F parece decorrer da destruicdo de sequéncias regulatorias especificas de
producdo da proteina correspondente por essas variantes intrbnicas em eritroblastos
(83). A clivagem de sitios-alvo com o0 uso de nucleases, seguida de reparo por
juncdo de extremidades ndo homologas, susceptivel a erros, pode alterar
sequéncias criticas dentro do acentuador de BCL11A em eritroblastos. A
identificagcdo de acentuadores de BCL11A especificos de eritroblastos ou células
mais primitivas, mas ja “comprometidas” com a linhagem eritroide (commited stem
cells) permitiria contornar os efeitos negativos do comprometimento de BCL11A em
outras células. Assim, a expressao de BCL11A seria prejudicada apenas em células
precursoras eritroides, enquanto outras células dependentes de BCL11A, como
neurdnios e linfécitos B, por exemplo, seriam poupadas. Como resultado, o nimero
de transcritos de BCL11A em eritroblastos seria diminuido, permitindo a
reconfiguracdo do agrupamento da [3-globina de modo a favorecer a expressao de y-
globina e, consequentemente, aumentar a producdo de Hb F. Essa terapia incluiria o
isolamento de células tronco hematopoiéticas de pacientes com doenca falciforme,
seguida de edicao ex vivo do genoma com nucleases, confirmacdo da modificacéo
gendmica por analise de sequéncias e reinfusdo celular autdloga. Ainda que o
resultado final seja uma mescla de hemacias modificadas e ndo modificadas, a
vantagem da sobrevivéncia das células que expressarem quantidades consideraveis

de Hb F poderia trazer beneficios clinicos para os pacientes (61).
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A Doenga Falciforme Indugao terapéutica
da sintese de Hb F
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Figura 13: Abordagem da edi¢cdo de genoma terapéutica para indugdo da produgdo de Hb F em pacientes com anemia
falciforme. (A) A clivagem de sequéncias especificas em BCL11A seguida de jun¢do ndo homdloga alteraria sequéncias
importantes em acentuadores de BCL11A, levando a diminui¢do da expressdao desse gene e, assim, aumento da produgdo
de Hb F. (B) A modificagdo gendmica seria feita ex vivo em células tronco hematopoéticas isoladas de pacientes com doenga
falciforme, seguida de confirmagdo das sequéncias alteradas e reinfusao autéloga. Modificada de: (61)

Apesar dos efeitos benéficos da Hb F no curso clinico da anemia falciforme,
alguns pacientes com niveis elevados de Hb F ainda possuem doenca grave. Isso
aconteceria por causa da distribuicdo heterogénea da Hb F entre as hemacias,
sendo que algumas nao contém concentracdo de Hb F suficiente para impedir o
processo de polimerizacdo da Hb S (figura 14). Steinberg e colaboradores
propuseram que a quantidade intracelular de Hb F em torno de 10 picogramas (pg)
seria capaz de impedir a polimerizacdo da Hb S desoxigenada (40). Esse valor é
atingido em quase todas as células quando a concentracao relativa total de Hb F é
proxima de 30%. Vale ressaltar que, assim como a concentracao relativa total de Hb

F, sua distribuicdo entre as hemacias também teria carater hereditario (84).
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Figura 14: Distribui¢do hipotética da Hb F por célula F em paciente com anemia falciforme e 30% de Hb F. Os dados foram
gerados utilizando uma distribuicdo beta com média fixa (10 pg Hb F) e desvio padrdo decrescente. O painel esquerdo
mostra um exemplo extremo de distribuicdo, com varidncia muito grande. Neste caso, varias células F seriam totalmente
protegidas contra os danos provocados pela polimerizagdo da Hb S, enquanto muitas outras hemacias ficariam totalmente
desprotegidas. O painel direito ilustra a situagdo mais favordvel, na qual a diminui¢do da varidncia aumenta a proporgdo de
células F, aumentando a protegdo global contra a polimerizagdo da Hb S. Modificada de: (40)

As delecdes causadoras de Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
(PHHF) sado associadas com niveis de Hb F variando entre 20 e 40%. Nesses
individuos, a Hb F € distribuida igualmente entre as hemacias (distribuicédo
pancelular), tendo cada célula aproximadamente 10 pg de Hb F. Pacientes com
PHHF ndo apresentam anemia hemolitica e, normalmente, ndo desenvolvem
complicacbes da doenca (9,40,85). Estratégias terapéuticas que elevassem o0s
niveis de Hb F para 30%, provavelmente, levariam a uma distribuicdo de Hb F tal
que cada célula possuiria quantidade necesséria de Hb F (~10 pg) para impedir a

polimerizacao.
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2.9 Modificadores genéticos dos niveis de Hb F e seu impacto na diversidade fenotipica da
doencga falciforme

A influéncia dos loci BCL11A, HMIP e HBG2 nos niveis de Hb F ou na
porcentagem de células F tem sido estudada em varias populacbes. A tabela 5
resume os resultados de estudos que analisaram associacao entre SNPs nesses loci
e a concentragdo de Hb F em pacientes com doenca falciforme, incluindo as
principais variantes candidatas em cada loci.

Tabela 5: Associacdo entre SNPs nos loci BCL11A, HBS1L-MYB, HBG2 e HBBP1 e o
nivel de Hb F ou a porcentagem de células F na doenca falciforme

QTL SNP Alelo Referéncias de estudos que
encontraram associagdo com nivel

elevado de Hb F (p<0,05)

Referéncias de estudos que ndo
encontraram associa¢do com nivel de
Hb F (p>0,05)

HBG2 1s7482144 A (21 Brasileiros, 24 Africanos, 25 Baby
Hug, 29 Americanos, 31 Indianos, 33
CSSCD, 36 Africanos, 70 ,86-90)
Indianos e Afroamenricanos

22 Afroamericanos

(35, 91,92) Africanos

HBBP1 rs10128556 T (29 Americanos, 32

Europeus/Africanos/Afroamericanos)

BCL11A rs1427407 T (25 Baby Hug, 27-29
Africanos/Europeus/Afroamericanos,?
5 Brasileiros, 93Asiaticos, 94

Afroamericanos, Asiéticos e Indianos)

(95 Indianos)

rs7557939 G (25 Baby Hug, 29 Americanos, 33

CSSCD)

rs11886868 C (19 Europeus ,25 Baby Hug, 29
Americanos, 33-36
CSSCD/Brasileiros/ Africanos, 88
Indianos,91 Africanos, 93 Asiaticos,

96 Africanos)

rs4671393 A (21 Brasileiros, 28 Europeus, 29
Americanos, 32
Europeus/Africanos/Afroamericanos,
33 CSSCD, 35 Africanos, 75
Brasileiros, 82,91-93
Africanos/Africanos/Asiaticos, 95
Indianos, 96 Africanos)

rs7599488 T (32 Europeus/

Africanos/Afroamericanos)

(29 Americanos, 94
Afroamericanos/Asiaticos/Indianos)

rs766432 C (28-30 Europeus/Americanos/
Afroamericanos, 87 Afroamericanos,

93 Asiaticos)

(95 Indianos)

HBS1L-MYB rs9399137 C (28 Europeus, 30 Afroamericanos,
33-35
CSSCD/Brasileiros/Africanos, 74
Africanos, 75 Brasileiros, 87
Afroamericanos, 88 Indianos, 91
Africanos, 92 Africanos, 97

Afroamericanos)

(22 Afroamericanos, 26 Africanos, 91
Africanos, 94 Africanos)

rs35786788 A (74 Africanos)

rs9494145 (27 Africanos, 30 Afroamericanos,74

Africanos)

rs28384513

(32 Europeus/Africanos/
Afroamericanos, 33 CSSCD, 91
Africanos, 92 Africanos)

(25 Baby Hug, 29 Americanos,32
Europeus/Africanos/Afroamericanos, 35
Africanos, 91 Africanos)

rs4895441

(19 Europeus, 21 Brasileiros, 30
Afroamericanos, 33 Indianos, 74

(30 Afroamericanos, 91 Africanos, 94
Afroamericanos/Asiaticos/Indianos)
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Africanos, 89 Indianos, 97
Afroamericanos)

rs9402686 A (32 (35 Africanos, 93 Asiaticos, 95,97
Europeus/Africanos/Afroamericanos, Afroamericanos)
34 Brasileiros, 74 Africanos, 75
Brasileiros, 91 Africanos)

rs9389269 C (34 Brasileiros, 36 Africanos, 74 (35 Africanos, 97 Afroamericanos)
Africanos, 91 Africanos)

Conforme revisado na tabela 5, a associacdo entre muitos desses SNPs e
Hb F tem sido confirmada em varios estudos, em populacdes distintas.
Entretanto, dificuldades inerentes a estudos de associacdo genética
possivelmente tém levado a resultados por vezes controversos. Essas
dificuldades incluem diferenca nas frequéncias alélicas entre as populacdes,
heterogeneidade no delineamento dos estudos e desequilibrio de ligacdo entre

SNPs, que pode levar a resultados falso-positivos, entre outras (98).

Mesmo diante dessas dificuldades, a robustez dos resultados encontrados
e a replicagdo em um grande namero de estudos - que na maioria das vezes nao
€ observada em estudos de associacdo genética - faz com que alguns desses
SNPs tenham grande potencial para validacdo da associacdo, além da
possibilidade de aplicacdo em estratégias terapéuticas, como discutido
anteriormente.

Poucos estudos avaliaram o efeito desses SNPs nas carateristicas clinicas
e laboratoriais da doenca, mas os que avaliaram encontraram resultados

promissores (tabela 6).
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Tabela 6: Associacao relatada entre SNPs nos loci BCL11A, HBS1L-MYB e HBG2 e
parametros hematoldgicos e clinicos da doenca falciforme

QTL SNP Alelo Fatores hematolégicos Fatores clinicos
HBG2 rs7482144 A Aumento da concentragdo de Hb(%) (36)
BCL11A rs1427407 T
Aumento da Hb (%), diminuicdo da bilirrubina e da | Diminuigéo da taxa de crises de
contagem de reticulécitos(25) dor, de episédios de dactilite, e
da velocidade de DTC(25)
rs7557939 G Aumento da concentragdo de Hb(%)(25) Diminuicéo da taxa de crises de

dor, episddios de dactilite, e
davelocidade de DTC(25)

rs11886868 C Aumento da concentracéo de Hb(%)(25,36) Diminuigdo da taxa de crises
de dor, episddios de dactilite,
velocidade de DTC(25)

HBS1L-MYB rs9399137 (¢}
Diminuigéo da contagem de linfécitos, Hb(%)(82) | Diminuicéo da taxa de crises de
dor e episodios de dactilite(25)
rs9389269 C Aumento de VCM e HCM (36)
rs66650371 “del” Diminuigéo da contagem de leucdcitos(36)
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao entre polimorfismos em BCL11A, HBS1L-MYB e HBBP1,
e a concentracdo de hemoglobina fetal e pardmetros hematol6gicas em criancas
com anemia falciforme triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais
e acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundacéo

Hemominas.

3.2 Objetivos Especificos

e Padronizar as técnicas de genotipagem para polimorfismos localizados nos
loci BCLL11A, na regiéo intergénica HBS1L-MYB (HMIP 2A e HMIP 2B) e 0
polimorfismo rs10128556 em HBBP1;

e Genotipar e determinar a frequéncia desses polimorfismos na casuistica

estudada;

e Verificar a associacédo de tais polimorfismos com a concentracao relativa de
Hb F na casuistica estudada;

e Verificar a associacdo dos polimorfismos em questdo com parametros

hematol6gicos em criangas com anemia falciforme;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento e local do estudo

Trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva realizado com criangas
com anemia falciforme diagnosticadas pelo PTN-MG e acompanhadas no

ambulatério do HBH da Fundacdo Hemominas.

4.2 Casuistica

A casuistica constou de criancas nascidas entre 01 de janeiro de 1999 e 31
de dezembro de 2008, triadas pelo PTN-MG e encaminhadas para tratamento inicial
no ambulatério do HBH. Foram incluidas criancas nascidas até 2008, para que 0
acompanhamento clinico fosse, no minimo, até os oito anos de idade. Durante esse
periodo, 472 criancas foram triadas com o perfil hemoglobinico FS ao nascimento
(gendtipos SS, S/HPFH - Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal - ou SR°-
talassemia) e encaminhadas para o ambulatério do HBH. A partir dessa potencial

casuistica, os seguintes critérios de selecdo dos participantes foram aplicados:

Critérios de incluséo:

e Criancas triadas pelo PTN-MG, com perfil hemoglobinico compativel com
anemia falciforme (FS ou SS determinado por HPLC e/ou eletroforese com
focalizagdo isoelétrica e confirmado por métodos moleculares, como sendo
homozigéticas para o alelo BS) e acompanhada no Hemocentro de Belo

Horizonte;

e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais e do

Termo de Assentimento pelas proprias criancas, quando aplicavel.

Critérios de excluséo:
e Criancas com outros subtipos de doenga falciforme, ou seja, FSC, FSA (Sp+-

talassemia), SB0-talassemia e persisténcia hereditaria de Hb F.
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e Criancas que vieram a 6bito por qualquer razao;

e Criancas transferidas para acompanhamento em outros ambulatérios;

e Criancas que ndo possuiam dosagem de Hb F apds cinco anos de idade e
antes de regime transfusional crénico ou de tratamento com hidroxiureia;

e Criancas que nao puderam ser encontradas, durante o periodo de realizacao
do estudo, para obtenc&o do consentimento e/ou amostra bioldgica;

e Criancas e/ou pais ou responsaveis que nao aceitaram participar do estudo.

472 criangas FS
(PTN-MG 1998-

2008)
|
| |
82 criancas
Genotipo # SS 390
Obito criancas
Transferéncia
|
_| | |
§6 criangas 39 criancas
ndo possuiam ndo possuiam 315
dosagem de Hb F dosagem de Hb F ; Vei
ap6s 5 anos de ap6s 5 anos de Criancas elegiveis
idade e antes de Tx idade e antes de HU

233 criangas incluidas
no estudo mediante
assinatura de TCLE e
TA

Fluxograma de selegdo dos pacientes, com base nos critérios de inclusdo e exclusdo adotados.

Foram utilizadas informacbes referentes ao acompanhamento clinico da
populacdo de estudo no periodo compreendido entre janeiro de 1999 (inicio do
acompanhamento da coorte) e junho de 2015 (término do acompanhamento da
coorte). As informacdes clinicas e hematoldgicas dos pacientes foram retiradas dos

prontuarios meédicos arquivados no ambulatério do HBH e lancadas no programa
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Access (Microsoft®), em banco de dados criado pelos pesquisadores envolvidos no

estudo.
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4.3 Variaveis laboratoriais

As seguintes variaveis laboratoriais foram analisadas:

e Concentracao total de hemoglobina (Hb, g/dL)

e Concentracao relativa de hemoglobina fetal (Hb F, %)
e Leucometria basal (10%/L)

e Contagem relativa de reticulécitos (Retic, %)

e Contagem de plaquetas (PLAQ, 10°% L)

e Saturacao periférica de oxigénio (SpO2, %)

Os valores de Hb total, leucometria basal e contagem de reticuldcitos foram
determinados por contador eletrénico de células (Coulter T890, Coulter, Hialeah, FL,
EUA ou CELL-DYN Ruby, Abbott Laboratories, Santa Clara, CA, USA). Para a
contagem de reticulocitos, usou-se o método de azul de cresil brilhante a
microscopia Optica. A quantificacdo da porcentagem de Hb F foi realizada utilizando-
se 0 método de eletroforese de Hb em pH alcalino. Esses exames sao realizados
normalmente para acompanhamento clinico dos pacientes na Fundacéo

Hemominas, estando os resultados disponiveis no prontuario médico.

Para determinacdo do nivel basal de cada parametro hematoldgico, foi
considerada a média de todos os valores de exames, apos os dois anos de idade,
desprezando-se os valores apds transfusfes sanguineas (90 dias) ou eventos
clinicos significativos (crise de dor, infeccdo grave, sequestro esplénico agudo e
crise aplastica). Nas criancas em regime de transfusdo ou sob tratamento com
hidroxiureia, os valores foram considerados até a data anterior ao inicio das

respectivas condutas terapéuticas.

Com relacao ao valor basal de Hb F, foi utilizado o resultado do Ultimo exame
ap0s os cinco anos de idade, desprezando-se o0s valores ap6s transfusdes
sanguineas (90 dias) ou eventos clinicos significativos (crise de dor, infeccdo grave,
sequestro esplénico agudo, crise aplastica e sindrome toracica aguda). Para as
criangas que entraram em regime de transfusdo crbnica ou que iniciaram tratamento
com hidroxiureia, foi considerado o ultimo exame até a data anterior ao inicio das

respectivas terapéuticas.
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O Anexo 2 mostra imagem do banco de dados eletrénico criado pelo grupo de
pesquisadores envolvidos no projeto, onde foram inseridos os dados do prontuério

meédico dos participantes da pesquisa.
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4.4 Varidveis genéticas

Para extragdo do DNA gendmico, foram realizados o0s seguintes

procedimentos:

- As amostras de sangue obtidas foram centrifugadas a 2.000 x g em
centrifuga (Z323K,Hermle, Wehingen, Germany) durante 10 minutos para a
separacédo do sangue total em plasma, leucdcitos e eritrocitos.

- A partir da camada leucocitaria das amostras de sangue coletadas, a
extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando um kit comercial (QIAamp, DNA

Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as orienta¢Ges do fabricante.

- A determinagéo da concentragédo e do grau de pureza do DNA foi realizada
em espectrofotdmetro (NanoVueplus, GE Healthcare, Buckinghamshire,UK).
Posteriormente, o DNA foi diluido para 50 ng/uL, concentracdo utilizada nas reacdes
de PCR.

A tabela 7 mostra os iniciadores, na forma de oligonucleotideos sintéticos, no
sentido direto (D) e reverso (R) da fita de DNA utilizados na reacdo de PCR, o
tamanho do fragmento amplificado, localizacdo e posicdo dos polimorfismos

estudados no cromossomo.
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Tabela 7: Posicéo, localizacéo e iniciadores utilizados para amplificacdo dos

polimorfismos estudados

SNP Iniciadores Tamanho do fragmento Localizagdo no cromossoma e
amplificado troca de base nitrogenada
rs7557939 D: ACCATGGCCTGGTCACCA 698 BCL11A (Intron)
NC_000002.12:9.60494212 G>A
R: TCCCCCCACTAGCTCAGAAAT
rs4671393 D: AGGTGACCAGGCCATGGT 698 BCL11A (Intron)
NC_000002.12:9.60493816 A>G
R: ATTTCTGAGCTAGTGGGGGCT
rs7599488 D: CACTCATCCCATGCACCACT 739
R: TAGCTGAAGGGGGCCAAAAG BCL11A (Intron)
NC_000002.12:9.60491212 C>T
rs9402686 D: GTGCTCGTTGAAAATGGGGG 470 HBS1L-MYB (regio intergénica)
NC_000006.12:9.135106679 G>A
R: ATACGTGGCGTGACCATGAA
rs4895441 D: AGT TGGCCAGAGCACACTTG 371 HBS1L-MYB (regido intergénica)
R TCTCCCTGTCCCCAGATACT NC_000006.12:g. 135105435 A>G
rs10128556 D: GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 701 HBBP1(Intron)
R: ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT NG_000007.3:g.a 55163 C>T
rs9399137 D: GCGGTTCCCTCAGAAGACAC 477 HBS1L-MYB (regido intergénica)
NC_000006.12:g. 135097880 T>C
R: ATGCTTGCCAAAGTGCTTCTG
rs35786788 D: GCGGTTCCCTCAGAAGACAC 477 HBS1L-MYB (regido intergénica)

R: ATGCTTGCCAAAGTGCTTCTG

NC_000006.12:9. 135097904 G>A

A tabela 8 mostra a técnica de genotipagem utilizada para identificacdo de

cada SNP. As condicdes de reacdo e concentracdo dos reagentes utilizadas estéao

descritas detalhadamente no Anexo 1.
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Tabela 8: Técnica de genotipagem utilizada para genotipagem dos SNPs

Técnica de genotipagem SNP
PCR-RFLP (4895441, 150402685 (HBSLLWE) ro10128556 (HBEPY)
PCR e sequenciamento do fragmento DNA rs4671393 (BCL11A), rs9399137 e rs35786788 (HBS1L-MYB)
PCR em tempo real* rs9494145 (HBS1L-MYB) e rs11886868 (BCL11A)

* Foram usadas as “sondas” TagMan C__ 2737532 10e C__ 3119894 10, respectivamente, produzidas pela
ThermoFisher Scientific.

**Para 0 SNP rs4671393, parte das amostras foram genotipadas por PCR-RFLP e parte por PCR seguida de
sequenciamento de DNA.
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4.5 Analise Estatistica

A associacao entre varidveis nominais foi investigada utilizando-se o teste do
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Para as variaveis continuas com distribuicéo
normal foi utilizado o teste t de Student e o teste ANOVA para comparacdo de
médias entre dois e trés grupos, respectivamente. Para as variaveis continuas com
distribuicdo nao-normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis para
comparacao de médias entre dois ou trés grupos, respectivamente. A distribuicédo
normal ou n&o-normal dos dados continuos foi verificada utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Foram considerados como estatisticamente significativos os
testes em que a probabilidade de erro alfa foi igual ou inferior a 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS, versdo 20.0 (SPSS Inc.;
Chicago, IL, USA).

Os testes de Equilibrio de Hardy- Weinberg ou equilibrio génico foram
realizados no programa SNPStats (99).
As analises haplotipicas e de desequilibrio de ligacdo foram realizadas no

software HaploView, versao 4.2 (100).
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4.6  Aspectos Eticos

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Hemominas (CEP Hemominas), instituicdo de execucéo do projeto e pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP), instituicéo

coparticipante (anexo 3).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 4) e o Termo
de Assentimento (TA) (anexo 5) foram apresentados aos responsaveis legais e a
prépria crianca, quando aplicavel. O estudo foi explicado verbalmente pelos
pesquisadores envolvidos durante as consultas de rotina. Quando concedida a
autorizacdo para participacdo, o responsavel legal e a prépria crianca, assinaram o
TCLE e o TA, respectivamente, ficando sob sua guarda uma cépia e outra sob a

guarda dos pesquisadores.

A consulta aos prontuarios foi feita exclusivamente pelos pesquisadores
envolvidos e cadastrados na Plataforma Brasil, mediante aprovacédo pelo CEP
Hemominas e de modo a garantir o sigilo das informacdes pessoais de cada sujeito
da pesquisa. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a utilizar o material
bioldgico e os dados coletados exclusivamente para os fins previstos no projeto de

pesquisa.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populagao de estudo

A populacao estudada foi composta por 233 criangas com anemia falciforme
(Hb SS). Destas, 119 (51,1%) eram do sexo masculino e 114 (48,9%), do feminino.
O tempo médio de acompanhamento foi 9,78 (+ 0,18) anos, com mediana de

9,4 anos, variando entre 5,2 e 16,1 anos.

5.2 Variaveis genéticas

Dentre as 233 criancas incluidas no estudo, ndo foi possivel a obtencédo da
amostra de sangue de uma crianga e, consequentemente, de seu DNA gendmico.

Dessa forma, 232 criangas foram incluidas nas analises genéticas.

As frequéncias dos alelos menos frequentes (MAF — Minor Allele Frequency),
as frequéncias genotipicas, absoluta e relativa e os resultados do teste de Equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE — Hardy-Weinberg Equilibrium) encontram-se na tabela 9.

Todas as variantes estudadas estdo em HWE (p>0,05).
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Tabela 9: Frequéncias genotipicas e alélica para variantes em HBBP1, BCL11A e HBS1L-

MYB em 232 criancas com anemia falciforme (Hb SS)

SNP MAF GENOTIPOS FREQUENCIA FREQUENCIA HWE
ABSOLUTA RELATIVA (VALOR P)
CcC 229 98,7% 1
rs10128556 (HBBP1) 0,01 CT 3 1,3%
CcC 96 41,4% 0,33
rs7599488(BCL11A1) 0,37 CT 101 43,5%
TT 35 15,1%
GG 135 58,2% 0,35
rs4671393(BCL11A1) 0,23 GA 88 37,9%
AA 9 3,9%
AA 96 41,4% 0,25
rs7557939(BCL11A1) 0,34 AG 113 48,7%
GG 23 9,9%
TT 101 43,9% 0,46
rs11886868(BCL11A) 0,33 TC 107 46,5%
cc 22 9,6%
TT 180 77,6% 0,36
rs9399137(HMIP) 0,12 TC 47 20,3%
CcC 5 21.1%
GG 180 77,6% 0,36
rs35786788(HMIP) 0,12 GA 47 20,3%
AA 5 21.1%
AA 189 81,5% 1
rs4895441(HMIP) 0,1 AG 41 17,7%
GG 2 0,8%
GG 169 72,8% 0,27
rs9402686 (HMIP) 0,14 GA 61 26,3%
AA 2 0,9%
TT 175 75,4% 0,78
rs9494145 (HMIP) 0,13 TC 54 23,3%
cc 3 13,3%
AACCC/AACCC 144 62% 0,7
In/Del: AACCC 76 32,8%
AACCC/AAAC 0,22 IAAAC 12 5,2%
AAAC/AAAC :
(HMIP)*
AA 192 82,8% 0,09
A>GPosic_ 135097850 0,09 AG 38 16,3%
(HMIP) * GG 2 0,9%

*As variantes Insercdo/Delecdo (In/Del) AACCC/AAAC e A>G foram identificadas acidentalmente durante o
sequenciamento de HMIP2A nas posi¢cdes 135097901 e 135097850 do cromossomo 6¢23, respectivamente, e
incluidas no estudo. Como essas variantes ndo possuem identificagdo formal no NCBI, padronizamos neste texto a
identificac&o utilizada nesta tabela.
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A figura 16 mostra a frequéncia dos haplotipos HMIP identificados em 464
cromossomos de criangas com anemia falciforme e a figura 17 mostra o
desequilibrio de ligagcdo (DL) encontrado entre os polimorfismos em BCL11A e

HMIP2.

M= 20 o O
o B e |

GAGT .826
AGAC .0b4
AAAC .030
GAGC .011
AAAT 011

Figura 16: Frequéncia haplotipica em 464 cromossomos de criangas com anemia falciforme.
Descrigao: Os alelos sdo apresentados na seguinte ordem: rs35786788, rs4895441, rs9402686 e rs9494145
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Figura 17: Desequilibrio de ligagdo nas regides BCL11A e HMIP2. Plot de desequilibrio de ligagdo entre polimorfismos em
BCL11A (esquerda) e HMP2 (direita). Os valores descritos em cada quadrado do bloco representam o grau de
desequilibrio de ligagdo (D) entre os dois polimorfismos adjacentes. D’ descreve a magnitude do desequilibrio de ligagdo.
O LOD score compara a probabilidade de obter dos dados testados caso estejam ligados e a probabilidade de se obter
estes dados ao acaso. O programa considera desequilibrio significativo LOD>2. O esquema de cores padrdo indica:
branco, D’ < 1 e LOD < 2; azul, D’ =1 e LOD < 2; vermelho claro, D’ < 1 e LOD 2 2; vermelho escuro, D’ =1 e LOD 2 2. Ou
seja, quanto mais forte é a cor, maior o desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos adjacentes.
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5.3 Dados hematolégicos

Dentre as 233 criangas analisadas, dez ndo possuiam registros do valor basal
de Hb F apds os cinco anos de idade e antes da data de inicio de tratamento com
hidroxiureia e/ou regime de hipertransfusdo. Elas foram excluidas das analises
referentes a Hb F, mas mantidas nas analises das demais -caracteristicas
hematolégicas.

A concentracao relativa média de Hb F encontrada foi 13,25% (+ 0,44), com
valores basais variando entre 2,6% e 35%. O grafico 1 mostra a concentracéo
relativa de Hb F na populacdo estudada. A idade média ao exame utilizado para
determinacao do valor basal de Hb F foi 8,78 (= 0,19) anos. Nao houve correlagéao
entre idade e a concentracao relativa média de Hb F (coeficiente de Spearman, r = -
0.014; p = 0,83). Os dados descritivos referentes a todas as variaveis hematoldgicas
estudadas estéo reunidos na tabela 10.
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Concentracao relativa basal de Hb F

Boxplot da concentragdo relativa basal de Hb F em 223 criangas com anemia falciforme (Hb SS).

Foi observada diferenca significativa na concentragéo relativa média de Hb F em

relacdo ao género. As criangas do sexo feminino apresentaram concentragao
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relativa média de Hb F significativamente (p=0,018) mais alta (14,3%z0,6) do que as
do sexo masculino (12,2%z=0,6).

Tabela 10: Estatistica descritiva das variaveis hematoldgicas estudadas em 233 criancas
com anemia falciforme (Hb SS)

Variavel Média (desvio IC (95%) Valor Valor
padréo) minimo  méaximo
Hb fetal (%)* 13,25 (+ 0,44) 12,38-14,13 2,6 35,0
Hb total (g/dL) 7,87 (£ 0,93) 7,75-7,99 59 11,9
Reticulécitos (%) 14,75 (+ 4,09) 14,26-15,27 2,3 25,8
Leucometria (10°/L) 15,39 (£ 3,4) 14,95-15,82 3,5 25,1
Plaquetas (10°L) 412,17 (£ 111,73) 398,24-427,21 44,6 923,0
SpO2 (%) 93,64 (+ 3,22) 93,20-94,05 81,0 99,0

* Resultado referente a 223 criangas

As variaveis hematolégicas “Leucometria” e “Plaquetas” apresentaram

distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05).

5.4 Testes de associacao genética

SNP EmM HBBP1 EHBF

N&o foi observada diferenca significativa entre as médias de Hb F e os
genaotipos encontrados para rs10128556 (p=0,8). A média de Hb F para o grupo CC
foi 14,18+0,44 e para o grupo CT foi 14,0+4,35.

SNPsEM BCL11AEHBF

A tabela 11 mostra os resultados de associacdo entre os SNPs estudados em

BCL11A e a concentracgao relativa de Hb F.

Em BCL11A1, n&do houve associacgdo significativa entre a concentracdo relativa
meédia de Hb F e os SNPs rs7599488 (p=0,8) e rs7557939 (p=0,06). Com relacéo ao
rs7599488, os resultados de associacdo, supondo dominancia (CC contra CT/TT) ou
recessividade (CC/CT contra TT), foram similares (p=0,9 e 0,1, respectivamente) e

as media de Hb F foram 13,22+0,56 para o grupo CT/TT e 13,35+0,56 para o0 grupo
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CC/CT. O SNP rs7557939 nédo se associou com a concentragéo relativa de Hb F,
embora tenha sido observado tendéncia de associacdo (p=0,06). Novamente, 0s
testes de dominancia (AA contra AG/GG) ou recessividade (AA/AG contra GG)
mostraram resultados similares (p=0,06 e p=0,1, respectivamente), ndo apresentado
associacao significativa. A concentracdo média de Hb F para os grupos AG/GG e
AA/AG foram 13,89+0,57 e 12,87+0,44, respectivamente.

O polimorfismo rs4671393 foi fortemente associado a concentracéo relativa de
Hb F (p<0,001), sendo o alelo A associado ao aumento da concentragcdo meédia.
Testando a dominéancia do alelo A (GG contra GA/AA), o resultado foi similar
(p<0,001) e a média de Hb F para o grupo GA/AA foi 15,49+0,71.

Finalmente, o SNP rs1886868 foi também foi associado a concentracéo relativa
de Hb F (p=0,008). Testando CC contra TT/CT o resultado foi similar (p=0,009) e a
média do grupo TT/CT foi de 12,72+0,44.
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Tabela 11: Associacdo entre SNPs em BCL11A e a concentracao relativa media de Hb F
em 223 criancas com anemia falciforme (Hb SS)

. Concentracdo relativa
SNP Genotipos o Valor de p
media de Hb F (%0)

cC 13,15(+0,71)

rs7599488 cT 13,55(20,7) 08
TT 12,21(20,7)
AA 12,21(+0,67)

rs7557939 AG 13,45(+0,57) 0,06
GG 15,93(+1,8)
GG 11,53(0,1)

rs4671393 AG 14,9(+0,71) <0,001
AA 20,93(2,51)
TT 12,16(+0,67)

rs11886868 TC 13,25(+0,57) 0,008
cc 17,38(1,7)

SNPs EM HMIP E HB F

A tabela 12 mostra os resultados de associacao entre os SNPs estudados na
regido HMIP e a concentracao relativa de Hb F.

O SNPs rs35786788 e rs9399137 apresentaram DL total e seus resultados,
consequentemente, sdo equivalentes. Esses SNPs foram fortemente associados a
concentracéo relativa de Hb F (p=0,002), sendo os alelos C e A, respectivamente,
associados a niveis mais elevados de Hb F. O teste de domiancia (TT contra TC/CC)
também apresentou diferenca significativa (p=0,03) e a concentracao relativa média
de Hb F para o grupo TC/CC foi 15,76+6,62.

Devido a baixa frequéncia do alelo “menor” dos polimorfismos rs4895441,
rs9402686, rs9494145 e A>G Posic_135097850, as analises foram conduzidas
testando apenas a recessividade desses alelos. Dentre eles o Unico que nédo
apresentou associacdo significativa com a concentracao relativa média de Hb F foi o
polimorfismo A>G Posic_135097850 (p=0,3).
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Os SNPs rs4895441 e rs9402686 em HMIP2B tiveram resultados similares.
Seus alelos G e A, respectivamente, foram significativamente associados a

concentracdes relativas mais elevadas de Hb F (p=0,001).

O SNP rs9494145 também associou-se significativamente a Hb F, sendo o

alelo C associado a elevacdo da concentracédo relativa média de Hb F (p=0,006).

Finalmente, a In/Del AACCC/AAAC, encontrada entre as variaveis rs939937 e
rs35786788, também associou-se significativamente a concentracao relativa meédia
de Hb F (p=0,03).

Tabela 12: Associacdo entre SNPs na regido HMIP e a concentracao relativa media de
Hb F em 223 criancas com anemia falciforme (Hb SS)

12 - Concentracdo relativa
Genotipos média de Hb F (%) Valor de p
TT 12,46(+0,48)
rs9399137 TC 15,44(x0,98) 0,002
CcC 20,66(+1,66)
AA 12,36(x0,45)
rs4895441 0,001
AG/GG 16,87(x1,12)
GG 12,34(x0,49)
rs9402686 0,001
GA/AA 15,48(+0,88)
TT 12,52(+0,49)
rs9494145 0,006
TC/CC 15,34(+0,89)
AACCC/AACCC 12,54(%0,55)
In/Del
AACCC/AAAC AACCC/AAAC 13,86(x0,75) 0,03
AAAC/AAAC 17,25(2,12)
A>G AA 13,37(x0,49) 03
Posic_135097850 AG/GG 12,35(+0,95) '
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SNPS E VARIAVEIS HEMATOLOGICAS

O gendtipo CT do SNP rs10128556 em HBBP1 foi significativamente
associado ao aumento na contagem de reticuldcitos (p=0,02) e diminuicdo da Hb
total (p=0,01) e leucdcitos (p=0,03).

Os SNPs em BCL11A, rs4671393 (p<0,001), rs7557939 (p=0,02) e
rs11886868 (p=0,001) foram significativamente associados a concentracdo de Hb
total. Nos trés casos, o alelo “menor” foi associado ao aumento da concentragao de

Hb total (A, G e C, respectivamente).

A tabela 13 reanem os resultados das analises de associacdo entre 0s

parametros hematologicos estudados e variaveis genéticas em HBBP1 e BCL11A.
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Tabela 13: Associacdo de polimorfismos genéticos em BCL11A e parametros
hematoldgicos em 232 criangas com anemia falciforme (Hb SS)

, MEDIA DE MEDIA DE MEDIA DE PLAQUETAS MEDIA DE
ME'.T_ISTTIE_ HB LEuCOCITOS RETICULO- (IC 95%) SpO2
GLOBAL CITOS (IC 95%)
(IC 95%)
(IC 95%) (IC 95%)
SNP
rs10128556 7,87 15,43 14,77 412,75 93,66
(HBB) CcC (7,74-7,99) (14,99-15,88) (14,24-15,30) (398,16-427,34) (93,21-94,11)
cT 7,76 14,20 15,23 372,9 91,75
(6,82-8,70) (3,84-24,55) (6,31-24,15) (87,95-657,84) (56,80-126,69)
Valor p p=0,01 p=0,03 p=0,02 p>0,05 p>0,05
1s7599488 8,04 14,87 14,04 412,97 93,82
(BCL11A1) CcC (7,84-8,24) (14,21-15,53) (13,21-14,88) (389,94-436,01) (93,11-94,52)
cT 7,80 15,76 15,18 410,99 93,67
(7,63-7,98) (15,05-16,47) (14,39-15,97) (387,80-434,17) (93,06-94,29)
R 7,57 15,94 15,62 413,84 93,10
(7,29-7,84) (14,88-17,01) (14,22-17,01) (382,2-445,47) (91,68-94,51)
Valor p p>0,05 p>0,05 p=0,09 p>0,05 p>0,05
7,67 15,55 14,93 422,4 93,3
rs4671393 GG ) ’ ’ . :
(BCL11A1) (7,52-7,82) (14,97-16,12) (14,26-15,61) (402,67-442,14) (92,71-93,89)
GA 8,11 15,41 14,54 401,26 94,07
(7,93-8,29) (14,69-16,13) (13,65-15,42) (379,44-423,08) (93,37-94,76)
AA 8,42 13,63 14,77 367,11 94,7
(7,21-9,59) (11,15-16,1) (10,66-18,89) (269,43-464,78) (91,49-97,9)
Valor p p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
7,71 15,41 14,58 406,2 93,07
rs7557939 AA ; ' ) ) )
(BCL11A1) (7,52-7,9) (14,66-16,16) (13,74-15,72) (383,07-429,34) (92,33-93,81)
AG 7,94 15,64 14,99 421,46 94,13
(7,79-8,1) (15,05-16,23) (14,23-15,75) (401-441,91) (93,59-94,67)
GG 8,14 14,35 14,54 392,14 93,63
(7,6-8,,69) (13,06-15,64) (12,76-16,33) (342,75-441,53) (91,65-95,61)
Valor p p=0,02 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
rs11886868 RE 7,7 15,69 14,61 411,54 92,95
(BCL11A1) (7,5-7,89) (14,94-16,44) (13,78-15,45) (387,11-435,97) (92,21-93,7)
TC 7,95 15,54 15,08 420,69 94,07
(7,77-8,13) (14,94-16,15 (14,27-15,89) (398,11-443,27) (93,53-94,61)
cc 8,4 14,77 13,6 395,92 94,34
(7,88-8,95) (12,98-16,53) (11,8-15,4) (345,86-445.98) (92,49-96,18)
Valor p p=0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Os SNPs em HMIP se associaram significativamente as variaveis
hematoldgicas estudadas. Os alelos C e A dos dois SNPs em total DL (rs9399137 e
rs35786788) associaram-se significativamente ao aumento de Hb total (p=0,001) e

diminuicdo de leucécitos (p=0,004), reticuldcitos (p=0,003) e plaquetas (0,04). Os
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resultados para rs4895441 e rs9402686 foram similares. Os alelos G e A,
respectivamente, foram associados a aumento da concentracéo de Hb total (p<0,001
e p=0,001, respectivamente) e SpO2 (p=0,001 e p=0,004, respectivamente) e
diminuicdo da contagem de reticuldcitos (p=0,001, nos dois casos). Foi observada
tendéncia a associacdo entre esses SNPs e diminuicdo de leucécitos (p=0,07). O
polimorfismo rs9494145 associou-se significativamente a todas as variaveis
hematoldgicas estudadas, exceto contagem de plaguetas. A presenca de pelo
menos um alelo C para esse SNP foi associada ao aumento de Hb total (p=0,001) e
Sp0O2 (p=0,01), e a diminuicdo de leucdcitos (p=0,01) e reticuldcitos (p=0,006). O
polimorfismo In/Del AACCC/AAAC foi associado significativamente ao aumento de
Hb total (p=0,006) e diminuicdo de leucdcitos (p=0,03) e reticulocitos (p=0,01).
Finalmente, a troca de base A>G identificada em HMIP2A ndo se associou a

nenhum parametro hematologico estudado.

A tabela 14 reune os resultados das analises de associacdo entre 0s
parametros hematologicos estudados e os polimorfismos genéticos em HMIP.
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Tabela 14: Associacdo de parametros hematoldgicos e polimorfismos genéticos na regiao
HBS1L-MYB em 232 criangas com anemia falciforme (Hb SS)

MEDIA DE HB MEDIA DE MEDIA DE MEDIA DE PLAQUETAS MEDIA DE
. RETICULO- (IC 95%) SpO2
ToTAL LEUCOCITOS GLOBAL cITos (IC 95%)
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
SNP
7,78 15,54 15,15 405,28 93,36
rs(f'3,vlgfpl)§7 i (7,65-7,9) (15,06-16,02) (14,5815,73) (390.,13-420,44) (92,83-98,89)
TC 7,99 15,48 14,06 445,37 94,48
(7,68-8,3) (14,43-16,53) (12,81-15,3) (445,07-485,67) (93,74-95,22)
cc 9,84 10,52 7,9 351,2 95,5
(8,86-10,81) (6,27-14,76) (3,87-11,92) (211,65-490,82) (90,72-100,27)
Valor p p=0,001 p=0,004 p=0,003 p=0,04 p>0,05
7,75 15,61 15,2 411,42 93.41
rs(“l_?lafs)”'l AA (7,63-7,87) (15,14-16,08) (14,65-15,75) (395,75-427-10) (92,89-93,93)
AG/GG 8,36 14,58 12,89 415,83 94,60
(8,01-8,71) (13,43-15,73) (11,46-14,32) (377,49-454,16) (93,87-95,33)
Valor p p<0,001 p>0,07 p=0,001 p>0,05 p=001
rs9402686 GG 7,72 15,66 15,31 406,83 93,28
(HMIP) (7,6-7,83) (15,15-16,17) (14,73-15,88) (390,92-422,75) (92,73-93-83)
GA/AA 8,27 14,76 13,35 426,74 94,57
(7,97-8,56) (13,9-15,63) (12,21-14,48) (394,22-459,26) (93,9-95,23)
Valor p p=0,001 p=0,07 p=0,001 p>0,05 p=0,004
rs9494145 RE 7,73 15,73 15,19 407,48 93,,36
(HMIP) (7,61-7,85) (15,23-16,24) (14,63-15,76) (391,93-423,02) (92,82-93,90)
Tcice 8,29 14,45 13,5 426,85 94,5
(7,98-8,6) (13,6-15,3) (12,25-14,75) (391,55-462,15) (93,78-95,22)
Valor p p=0,001 p=0,01 p=0,006 p>0,05 p=0,01
A A(':”C—CD/i'A ac  AACCCI 78 15,53 152 393,32 93,32
(HMIP) AACCC (7,65-7,94) (14,99-16,06) (14,56-15,84) (386,08-419,78) (92,73-93,91)
AACCC/ 7,83 15,6 14,66 434,83 94,15
AAAC (7,62-8,05) (14,83-16,37) (13,76-15,56) (406,66-463,01) (93,44-94,87)
AAAC/A 8,89 12,94 10,42 380,84 94,5
AAC (8,18-9,6) (10,21-15,66) (7,08-13,76) (295,87-465,8) (92,43-96,56)
Valor p p=0,006 p=0,03 p=0,01 p=0,08 p>0,05
A>G AA 7,9 15,38 14,76(14,18- 412,23 93,7
Posic_135097850( (7,76-8,04) (14,89-15,87) 15,34) (396,13-428,32) (93,,22-94,17)
HMIP)
AG/GG 7,7 15,6 14,85(13,53- 412,3 93,33
(7,48-7,92) (14,58-16,63) 16,16) (377,82-446,78) (92,01-94,65)
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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6 DISCUSSAO

Uma caracteristica marcante da anemia falciforme €& a heterogeneidade na
gravidade do quadro clinico (6). Sabe-se que o nivel de Hb F exerce grande
influéncia na histéria natural da anemia falciforme, modificando fatores clinicos e
hematolégicos envolvidos na fisiopatologia da doenca (8). Os beneficios clinicos da
elevacdo dos niveis de Hb F, bem como a gama de estratégias terapéuticas
decorrentes dos avancos da engenharia genética, impulsionaram esforgos no
sentido de compreender os mecanismos moleculares da regulacdo genética da
producdo de Hb F (61). Embora muitos avancos tenham sido alcancados, existe
ainda muita controvérsia. Os loci Xmnl no cluster do gene beta globina, BCL11A e
HBS1L-MYB sdo marcantes pelo envolvimento na modulacdo da Hb F e isso tem
sido cada vez mais reconhecido na literatura cientifica (9). Entretanto, existe ainda
muita dificuldade na definicdo de quais variantes exercem de fato efeitos causais e
ainda, da amplitude da contribuicdo de cada uma delas, tendo em vista que

correspondem a loci de heranga quantitativa.

Este € o primeiro estudo que avalia a influéncia desses loci na regulacdo de
Hb F em pacientes de Minas Gerais. A relevancia desses resultados é reforcada
pela variabilidade fenotipica esperada entre pacientes de diferentes regies do
Brasil, haja vista as diferencas regionais observadas na distribuicdo de haplétipos da
B-globina (101).

As meninas apresentaram média de Hb F significativamente maior que a
média observada nos meninos. Esse achado ja foi relatado anteriormente, e sugere
a atuacdo de algum fator modulador que atue de forma género especifico, embora
nao isso ndo tenha sido avaliado neste estudo(11). Como o género explica apenas
2,7% da variacdo dos niveis de HbF, seria necessario estudo com amostra muito

maior para detectar os efeitos de moduladores dependentes do género (11).

Conforme esperado, dada a baixa frequéncia dos haplétipos Arabe-Indiano e
Senegal na populagao de individuos com doenca falciforme de Minas Gerais (101), a
frequéncia do alelo T do polimorfismo rs10128556 foi muito baixa (MAF=0,01).
Sendo assim, ainda que essa variavel tenha sido analisada, com o objetivo de
observar tendéncias, seus resultados ndo permitem conclusdes a respeito de seu
efeito. Um numero amostral maior seria necessario para aumentar a frequéncia do

alelo T e, consequentemente, a confiabilidade dos resultados.
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Dentre os SNPs localizados em BCL11A, rs4671393 e rs11886868
associaram-se significativamente a concentracdo de Hb F. Em relacdo ao SNP
rs7599488, apenas um estudo havia demonstrado associacdo com a concentracao
de Hb F em pacientes com anemia falciforme. Essa associacao foi restrita a analise
condicional a rs4671393 nos individuos inscritos no Cooperative Study of Sickle Cell
Disease (CSSCD) (33). Note-se que, como demonstrado na Figura 17 do presente
estudo, rs7599488 encontra-se em DL de grau moderado (indice = 79) com
rs4671393 e praticamente sem DL com rs11886868 (indice = 6). Outros dois
estudos nao encontraram influéncia desse SNP na concentracdo de Hb F em
populacdes distintas (29,94). Os resultados do presente estudo (probabilidade de
associacdo com Hb F, p=0,8) sugerem que essa variante exerce pouco ou nenhum

efeito na concentracdo de Hb F.

Corroborando os resultados de estudos previamente publicados, o SNP
rs4671393 foi fortemente associado a concentracao relativa de Hb F. O genoétipo AA
foi associado a concentracdo relativa de Hb F superior a 20%, concentracéo
frequentemente encontrada em individuos portadores de delecdes causadoras de
PHHF. Pacientes com anemia falciforme e PHHF apresentam quadro clinico menos
grave e, por vezes, assintomatico (85). Consistentemente com o aumento da Hb F, o
alelo A de rs4671393 foi associado com o aumento de Hb total. Esse SNP é forte
candidato a estudos adicionais de validacdo de seu efeito, tendo em vista a
reprodutibilidade dos resultados em populacdes distintas e sua grande influéncia no
nivel de Hb F (21,29,32,33,35,75,82,91-93,95,96).

Quanto a variante rs7557939, houve tendéncia a associacdo do alelo G ao
aumento da concentracdo de Hb F, embora o resultado ndo tenha sido
estatisticamente significativo. Esse SNP foi associado ao aumento da concentracao
de Hb F em trés estudos previamente publicados (25,29,33). Nao encontramos, até
0 momento, resultados contraditorios na literatura Como demonstrado na Figura 17,
esse polimorfismo encontra-se em elevado grau de desequilibrio de ligacdo (indice =
94) com o rs11886868, sendo esperado, portanto, que a associagcdo com a
concentracdo de Hb F seja realmente significativa. O polimorfismo rs7557939
também associou-se significativamente ao aumento da concentracdo de Hb total,

conforme demonstrado em estudo prévio (25).
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Em relagdo ao rs11886868, este estudo confirma todos os resultados de
relatos anteriores, que mostraram associacao desse polimorfismo com o nivel de Hb
F na anemia falciforme (19,25,29,33-35,74,88,91,93,96). Este SNP também
associou-se a concentracdo mais elevada de Hb total, mais uma vez corroborando
resultados prévios (25,36). A uniformidade dos dados disponiveis na literatura e a
forte correlacdo frequentemente encontrada, fazem desse SNP mais um candidato a

validacdo de seu efeito na concentracéo de Hb F.

A proteina BCL11A é a principal repressora dos genes y-globina identificada
até o momento. A repercussdo do seu efeito € a diminuicdo da producdo de y-
globina, substituindo a predominancia da Hb F no recém-nascido pela Hb A do
adulto (61). Juntamente com outras proteinas correpressoras parceiras, BCL11A
interage com regides especificas dentro do cluster da [-globina, incluindo
sequéncias deletadas em pacientes com PHHF (102). Por essas razdes, seu
potencial terapéutico no tratamento de B-hemoglobinopatias tem sido explorado e

mostrado resultados promissores (61).

Estudos experimentais mostraram que diminuicdes sutis na expressao de
BCL11A levam a consideravel aumento na concentracdo de Hb F (71,72,103,104).
Uma caracteristica importante de seu efeito € a inibicdo dose-dependente.
Camundongos portadores de uma Unica coOpia de BCL11A apresentam efeitos
intermediarios na repressdo de y—globina em comparacdo ao tipo selvagem (103).
Polimorfismos associados a variacbes de Hb F levam a pequenas diminui¢cdes da
expressdo de BCL11A e, consequentemente, aumento da concentracdo de Hb F
(83). Esses achados sugerem que pequenas contribuicdes de cada SNP podem
levar a efeito somatério final significativo. Possivelmente, uma analise conjunta do
efeito desses SNPs seria mais esclarecedora do que analisar cada um

separadamente.

Outros SNPs localizados em BCL11A como, por exemplo, rs1427407 e
rs766432, parecem desempenhar papel importante na regulacdo da Hb F. Por
dificuldades metodoldgicas, ndo foi possivel analisar essas variantes no presente
estagio desta pesquisa. Reconhecendo a importancia de BCL11A na regulacdo dos
genes y-globina, pretendemos estuda-las. Em todo caso, esse estudo representa um
passo fundamental para o esclarecimento do papel de BCL11A em criangcas com

anemia falciforme.
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Em relacéo a regido HMIP, todas as variantes estudadas associaram-se, em
graus variados, a concentragdo de Hb F, exceto uma das acidentalmente
identificadas na regido sequenciada e cuja avaliagcdo ndo fazia parte dos objetivos
iniciais deste estudo (variante A>G posicdo 135097850). Independentemente da
identificagdo acidental, constitui informagéo cientifica relevante a auséncia de
associacdo desse polimorfismo com a concentragdo de Hb F e demais
caracteristicas hematologicas em criancas com anemia falciforme. Entretanto, sdo
necessarios novos estudos em populacdes distintas para confirmar essa auséncia

de associagéo.

Confirmou-se, no presente estudo, o desequilibrio de ligagéo ja relatado entre
rs9399137 e rs357896788 (74). Essas variantes se associaram fortemente a Hb F,
embora ndo saibamos qual das duas seria a variante causal ou, mesmo, se estariam
associadas a outro polimorfismo ainda nao identificado. Os resultados corroboram a
grande maioria dos estudos que analisaram o efeito de rs9399137 na concentracao
de Hb F, ou seja, aumento da concentracao relativa pelo alelo C (ver tabela 5). Os
estudos que ndo encontraram associacdo desse polimorfismo com Hb F podem nao
ter tido poder suficiente para replicar os achados, tendo em vista o pequeno namero
amostral analisado para um polimorfismo de baixa frequéncia (MAF: ~0,1)
(21,25,93,95). Quanto aos fatores hematologicos, o alelo C foi associado ao
aumento de Hb F e diminuicdo significativa de leucdcitos, reticulécitos e plaquetas.
Esses resultados possuem plausibilidade biol6gica. A reducdo da concentracao de
Hb F reflete-se, consequentemente, nas caracteristicas hematologicas da doenca,
diminuindo o nivel basal de marcadores laboratoriais classicos da gravidade da
anemia falciforme como, por exemplo, a contagem de leucdcitos e reticuldcitos.
Esses achados reforcam o potencial dessa variante como biomarcador nédo sé da

concentracéo de Hb F, mas também de outras caracteristicas da anemia falciforme.

Além da associacdo com maior concentracdo de Hb F, observou-se
associacao da variante rs9494145 com aumento de Hb total e reducdo da contagem
de leucadcitos e reticulocitos. A associacdo dessa variante na concentracdo de Hb F
confirma resultados anteriormente publicados e reforca mais uma vez a importancia
da regido HMIP na modulacdo da Hb F (27,30,74).

A associacdo entre rs4895441 e rs9402686 e o nivel de Hb F & controversa

na literatura (ver tabela 5). No presente estudo, observou-se associacao do alelo
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menor desses SNPs com aumento de Hb F, Hb total e SpO2 e diminuicdo de
reticuldcitos. Sabendo-se das dificuldades inerentes a estudos epidemiologicos de
associacdo genética e tendo em vista a divergéncia dos resultados obtidos até o
momento, estudos experimentais poderiam ser uma alternativa mais adequada para

melhor elucidar o papel desses polimorfismos no fenétipo Hb F.

Os polimorfismos em HMIP formam haplétipos na regido, que parecem
exercer maior influéncia no nivel de Hb F do que cada uma separadamente (74,79).
Apesar de termos classificado e relatado os grupos haplotipicos identificados na
populacdo estudada, a auséncia de dados de todos os polimorfismos do bloco
impediu a realizacdo de andlises de avaliacdo da influéncia desses hapl6tipos na
concentracdo de Hb F e demais variaveis estudadas. Pretende-se, em breve,

realizar a determinacédo desses SNPs e as analises de associacao.

A In/del na sequéncia HMIP foi associada a concentracdo mais elevada de Hb
F. Isso era esperado, tendo em vista proximidade dessa variante com os dois SNPs
investigados nessa regido (19 pb em relacdo ao rs9399137 e 2 pb em relacdo ao
rs35786788), sendo muito remota a possibilidade de permutacdo entre eles. Além
disso, o presente estudo demonstrou o total desequilibrio de ligacdo entre esse
polimorfismo e os dois outros (Figura 17). O polimorfismo In/del também associou-se
significativamente com a contagem de reticuldcitos e leucécitos. Embora a In/del ja
tenha sido mencionada em estudo prévio (87), essa foi a primeira vez que essa
variante foi associado a concentracdo de Hb F e de outros parametros
hematoldgicos da anemia falciforme. E recomendavel, entretanto, que se realizem
estudos em populacdes distintas para confirmar a associacdo dessa variante com a

Hb F e outros parametros hematoldgicos.

HMIP corresponde a uma regido do cromossomo 6023 margeada pelos
genes HBS1L e MYB, que sdo expressos em células hematopoiéticas,
principalmente em células da linhagem eritrocitaria (105). Analises de
imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP-chip) e sequenciamento ultra-high-
throughput (ChlP-seq) — técnicas capazes de identificar e mapear interacdes
DNA-proteina — identificaram sitios de acetilacdo de histonas e de ligagdo para
RNA polimerase Il e GATAL na regiao HMIP (106,107). Esses achados sugerem
que essa regiao, fortemente associada com o aumento da producdo de Hb F,

contém elementos regulatorios para a expressdo dos genes HBG. Além disso,
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SNPs associados ao aumento da producdo de Hb F nessa regido intergénica
apresentaram correlacdo positiva com os niveis de mMRNA (RNA mensageiro) de
HBS1L e MYB e com o aumento da expressdo de HBS1L (105). E provavel que a
influéncia da regido HMIP na producdo de Hb F seja exercida mediante

regulacao da expresséo dos genes HBS1L e MYB, que a flanqueiam.

Tem sido demonstrado que MYB exerce influéncia indireta na expressao
de y-globina, através da via de regulacdo de BCL11A. KLF1 é um fator de
transcricdo que se liga a regido promotora de BCL11A, regulando positivamente
sua expressao (39). Experimentos de nocaute de KLF1 em eritrécitos humanos e
de camundongos reduziram os niveis de BCL11A e aumentaram a expressao de
y-globina (108). MYB, por sua vez, se liga a regidao promotora de KLF1, ativando
sua expressao (109). Conforme essa via de ativacdo, a repressado de y-globina
durante a troca de expressdo da Hb F para Hb A, depende dos niveis de
BCL11A, cujo gene € ativado por KLF1, que é ativado por MYB. Dessa forma, se
os polimorfismos identificados na regido HMIP levarem a menor expressao de
MYB, a expressdo de KLF1l e de BCL11A também seriam atingidas. A
consequéncia seria, entdo, a persisténcia da expressao de y-globina, elevando

as concentragcdes de Hb F na fase adulta.

De forma semelhante, a expressdo do gene HBS1L foi negativamente
correlacionado com o numero de células-F (105). Embora mecanismos pelos
quais HBS1L possa interferir na expressdo de y—globina ndo tenha sido
demonstrado até o momento, sua participacdo no processo de traducdo em

células eritroides é condizente com essa provavel influéncia (78).

Os polimorfismos em HMIP que foram associados ao aumento de Hb F
também associaram-se significativamente a diminuicdo de contagem de
reticuldcitos. Isso é importante pois, além de ser um resultado inédito, a
reticulocitose é caracteristica marcante de doenca clinicamente mais grave, uma
vez que indica atividade compensatoria da medula 6ssea como resposta a
anemia hemolitica (110). Dessa forma, a diminuicdo da contagem de reticulocitos
representa diminuicdo da taxa de hemolise. Além disso, os reticuldcitos sao
células extremamente aderentes ao endotélio vascular, com papel fundamental
na fisiopatologia da vaso-oclusdo. Esse € um possivel mecanismo pelo qual os

polimorfismos em HMIP poderiam influenciar a ocorréncia das manifestagdes
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clinicas da doenca. Essas informa¢cdes podem ajudar a esclarecer as bases da
variacao fenotipica observada na anemia falciforme, além de levar a uma melhor
compreensdo da patogénese das manifestacdes clinicas, bem como a

identificacdo de potenciais alvos terapéuticos.

De forma similar, as variantes em HMIP foram associadas a reducédo da
contagem de leucdcitos, exceto os polimorfismos rs9402686 e rs4895441, em
que houve tendéncia estatistica a tal associacdo. Leucocitose € outra
caracteristica relevante na fisiopatologia da anemia falciforme, observada pelo
menos durante as crises (1). A quimiotaxia de leucécitos ocorre durante resposta
inflamatoria (2). Leucocitose pode entdo indicar aumento da adesao de hemacias
e leucécitos ao endotélio vascular e da taxa de hemdlise, que sdo processos que
desencadeiam resposta inflamatoria. Além disso, por se tratarem de células
grandes, contribuem para a ocorréncia de vaso-oclusao (2). Nesse sentido, a
diminuicdo da contagem de leucdcitos, além de ser um indicio de menor taxa de
hemolise e adesdo ao endotélio, pode ter como consequéncia menor ocorréncia
de eventos vaso-oclusivos, que s&o responsaveis por boa parte das

complicac¢des clinicas da doenca.

Os SNPs em HMIP gque se associaram a diminuicdo da contagem de
reticulécitos e leucocitos também foram associados ao aumento da concentracao
de Hb F. Entretanto, permanece a duvida se esses SNPs exercem influéncia
direta em outros parametros hematoldgicos da doenca ou se tal influéncia seria
apenas consequente ao aumento da concentracdo de Hb F. MYB esta envolvido
no processo de expansado celular, além de codificar um fator de transcricao
essencial na diferenciacao eritroide. Se os SNPs que regulam Hb F na regido
HMIP também tiverem efeito na expressdo de MYB, assim como foi mostrado
para HBS1L, sua participacdo no ciclo celular isoladamente j4 poderia explicar a
influéncia destes SNPs na contagem de reticuldcitos e leucocitos (105). Note-se
que no caso dos polimorfismos em BCL11A (rs4671393 e rs118886868, por
exemplo), o presente estudo demonstrou clara associacdo com os niveis de Hb
F, mas sem associacdo estatisticamente significativa com outros parametros
hematologicos, exceto a concentracdo de Hb total, para a qual a associacao foi

significativa.
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Houve associacao significativa entre a contagem de plaguetas e o
polimorfismo rs9399137. O alelo C associou-se com menor contagem de
plaguetas. Esse resultado pode, mais uma vez, representar beneficio para os
portadores desse alelo, dado que a ativacdo plaquetaria também ocorre durante
resposta inflamatoria e contribui para a vaso-oclusdo (2). Outros gendétipos da
doenca falciforme apresentam reducdo da hipercoagulabilidade e,
consequentemente, quadro clinico menos grave. A contagem de plaguetas nos
gendtipos SC e SB-talassemia relatadas sao inferiores a escontrada em
homogizigotos SS (111,112).

Os SNPs rs4895441, rs9402686 e rs9494145 foram associados a valores
mais elevados de saturacdo periférica de oxigénio (SpO2). O aumento de SpO2
também pode conferir vantagem para os pacientes, uma vez que as hemacias

possuem tendéncia a falcizagdo em situacdes de hipdxia (59).

E importante reconhecer as limitaces do presente estudo. Em primeiro lugar,
a coleta de dados foi realizada de forma retrospectiva, a partir dos prontuarios
clinicos dos pacientes. Esses dados foram registrados com o objetivo de
acompanhamento clinico e ndo direcionados para os fins propostos na pesquisa.
Outra limitagdo € referente ao niumero amostral. Em torno de 20% das criangas com
anemia falciforme que sdo acompanhadas no hemocentro de Belo Horizonte néo
puderam ser incluidas no estudo por ndo terem resultado de Hb F apds os 5 anos de
idade e antes do inicio do tratamento com hidroxiureia ou de iniciar regime de
hipertransfuséo. Esse critério de inclusdo foi estabelecido com a intencéo de retirar
viés das andlises de associacdo dos SNPs com a concentracdo de Hb F, uma vez
que a concentragcdo de Hb F ndo se encontra “estabilizada” antes dessa idade. Por
outro lado, a analise, ao excluir criancas com curso clinico mais grave que exigiu a
adocdo de terapias de intensificacdo antes dos 5 anos, contém vieses de selecao,
ndo desejaveis, mas impossiveis de serem evitados com o desenho de estudo
adotado. Além disso, para a analise de polimorfismos que apresentam baixa
frequéncia nessa populacdo como, por exemplo o rs10128556, numero amostral

mais elevado € imprescindivel para a interpretacéo dos resultados.

Outra observacéo a ser feita refere-se ao fato de que o simples aumento da
concentracdo da Hb F pode ndo ser suficiente para resultar em beneficios para o

paciente. A distribuicdo da Hb F entre as células F também parece ser importante na
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modulacdo do curso clinico (40). Os efeitos da distribuicdo da Hb F no curso clinico
da anemia falciforme, bem como a influéncia desses loci nessa distribuicdo ainda
nao foi analisada por nosso grupo de pesquisa. Tal analise ja foi planejada e

representa outra perspectiva futura para continuidade do projeto.

A figura 19 é um esquema representativo dos achados deste estudo, em
conjunto com as informacdes disponiveis na literatura, ja discutidas no decorrer do
texto. Trata-se de uma ilustracdo da atuacao dos genes BCL11A, HBSIL e MYB,
localizados em diferentes cromossomos e operando em uma mesma via bioldgia, a
via de regulacdo da Hb F. A parte superior da figura ilustra o que aconteceria
normalmente no desenvolvimento humano no periodo de troca de producao de Hb F
para producdo de hemoglobina do adulto. A ativagcdo dos genes HBSIL e MYB,
ativaria a expressao de BCL11A, principal silenciador dos genes y, diminuindo
consequentemente a producdo de Hb F. Em outro cendrio, ilustrado na parte inferior
da figura, os SNPs destacados levariam a menor expressdo dos genes HBSIL e
MYB, diminuindo a ativacdo de BCL11A, influenciada também pelos SNPs
destacados neste gene, 0 que permitiria a persisténcia da expressédo dos genes y e

manutencao de altas concentracoes de Hb F.
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Figura 199: Esquema representativo da via de regulagdo da Hb F, conforme possivel atuagdo dos genes HBSIL, MYB e
BCL11A e influéncia dos polimormismos estudados. A parte superior ilustra a regulagdo que ocorre normalmente no
desenvolvimento humano, durante a troca da produgdo de Hb F pela hemoglobina do adulto. A parte superior ilustra a
influéncia dos polimorfismos que podem influenciar a expressdo de BCL11A, diminuindo o silenciamento dos genes y e

mantendo niveis elevados de Hb F.

Em resumo, no presente estudo, avaliamos pela primeira vez a influéncia de
polimorfismos localizadas em HBBP1, BCL11A e HBS1L-MYB na concentragao

relativa de Hb F em populagéo pediatrica com anemia falciforme do estado de Minas
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Gerais. Avaliamos, ainda, a influéncia desses polimorfismos em caracteristicas
laboratoriais da doenga. Os resultados obtidos confirmam a influéncia desses
polimorfismos na concentracdo de Hb F na populacdo estudada e identificam
associacdo com parametros hematoldgicos que influenciam a gravidade do curso
clinico de criangas com anemia falciforme. Os resultados encontrados estdo de
acordo com a grande maioria de estudos previamente publicados e s&o sustentados
pelo conhecimento atual da atuacdo molecular dos loci envolvidos em vias

biolégicas.
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CONCLUSOES

e Houve associacao entre o alelo T de rs10128556 (HBBP1) e o aumento da
concentracdo de Hb total, bem como com a diminuicdo da contagem de
leucocitos e de reticuldcitos;

e O alelo G de rs7557939 (BCL11A) foi associado ao aumento de Hb total
embora ndo tenha se associado significativamente a concentracdo de Hb F;

e O alelo A de rs4671393 e o alelo C de rs11886868, ambos em BCL11A,
associaram-se fortemente ao aumento da concentracdo de Hb F e Hb total,

e Todas os polimorfismos em HBS1L-MYB associaram-se ao aumento da
concentracdo de Hb F e Hb total, bem como a diminuicdo da contagem de
reticulécitos, exceto A>G posicdo 135097850, este ainda ndo descrito na
literatura consultada;

e Os polimorfismos rs9399137 (alelo C) e rs9494145 (alelo C) e In/del (AAAC)
em HBS1L-MYB associaram-se a diminuicdo da contagem de leucécitos;

e Os polimorfismos rs4895441, rs9402686 e rs9494145 e HBS1L-MYB

associaram-se ao aumento da saturacao periférica de oxigénio.

82



PERSPECTIVAS

Verificar se os polimorfismos em BCL11A e HBSIL-MYB, associados com
concentracbes elevadas de Hb F, estdo associados com reducdo de
episédios clinicos importantes da doenca,;

Estimar a frequéncia de haplétipos formados por SNPs dos genes BCL11A e
HBSIL-MYB na casuistica e avaliar sua associacdo com parametros clinicos e
hematolégicos;

Caracterizar interacfes gene-gene entre SNPs em BCL11A e HBSIL-MYB e
avaliar sua associagdo com parametros clinicos e hematolégicos;

Avaliar se 0s SNPs e/ou haploétipos influenciam distribuicdo da Hb F/hemacia.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1: Protocolos de genotipagem para a identificagcdao dos SNP’s estudados

10.1.1 SNPs em BCL11A

Como a localizagdo dos SNP rs4671393 e rs7557939 € préxima (396 pb de
distancia), utilizou-se os mesmos iniciadores para amplificacdo de um fragmento de

DNA que contém os dois polimorfismos.

Inicialmente, foi feita amplificacdo de fragmentos de DNA de 698 pb do gene
BCL11A, flanqueados pelos iniciadores descritos na tabela 1, através da técnica de
PCR. O volume final da reacado foi 10uL. As concentracdes finais dos reagentes da
PCR foram: 2,0mM de MgClz, 200 mM de dNTP’s (dATP + dGTP + dTTP + dCTP),
10pmol de cada oligonuleotideo sintético e 0,8 U de Platinum®Taqg DNA Polymerase
e tampao de enzima 1X. A amplificacdo foi realizada em termociclador (Veriti,
AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA ou T100 thermalcycler, Bio-Rad, California,
USA), usando o seguinte programa de ciclagem: temperatura inicial de 95°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo da dupla fita, anelamento dos
primers e extenséo pela TagDNApolimerase a 94°C/30 segundos, 64°C/30 segundos
e 72°C/30 segundos, respectivamente, e extensao final a 72 °C durante 5 minutos.

Para andalise de RFLP do SNP rs7557939, utilizou-se a endonuclease de
restricdo Blpl (sequéncia de reconhecimento: GCA"TNAGC). Foram adicionadas 2 U
da enzima ao produto de PCR, além de tampdo da enzima 1X. A mistura foi
incubada a 37°C durante 1 hora e a 65°C durante 15 minutos, para digestdo dos
fragmentos e inativacdo da enzima de restricdo, respectivamente. Os produtos da
RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em cuba contendo o
tampado TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x e, posteriormente visualizados em
transiluminador (Gel DocTM, XR+ com imageLabTM software, BIO-RAD) para
interpretacdo dos resultados. Na presenca do alelo A, ndo ocorre sitio de
reconhecimento para essa enzima e o fragmento permanece com 698 pb. Ja na
presenca do alelo G, essa enzima cliva esse fragmento de DNA, gerando dois

fragmentos, sendo um de 568 pb e outro de 130 pb (figura 1).
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Figura 1: Fotografia de gel de agarose 2% contendo produtos da RFLP do fragmento amplificado do
gene de BCL11A, contendo o polimorfismo rs7557939. Na canaleta 1 foi aplicado o padrao de peso
molecular de 100 pb. Nas canaletas 2, 4, 8-10 e 15-18 foram aplicadas amostras de individuos com o
gendtipo AA; em 5,7,11-14 genétipo GA; nas 3 e 9 genotipo GG. A canaleta 20 corresponde ao
controle negativo da PCR.

Para sequenciamento de rs4671393 foi feita a purificacdo do produto de PCR.
Ao remanescente do produto da PCR foi adicionado 20 pL de polietilenoglicol (PEG),
em tubos de 0,5 ml. A mistura foi homogeneizada por pipetagens sucessivas e
incubada a 37°C por 15 minutos em forno (Vortemp 56, Labnet, Woodbridge, NJ). As
amostras foram centrifugadas em centrifugadas a X por 15 minutos em centrifuga
(MiniSpin, Eppendorf, AG, Germany). Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e duas etapas de lavagem foram realizadas, por meio da adicdo 125 pL de etanol
80% durante 2 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente e as amostras
foram centrifugadas com os tubos invertidos e abertos, de modo a retirar todo o

etanol residual.

As amostras foram ressuspensas em 25 pL de dgua morna (~37%) e aplicadas
em gel de agarose 1% em cuba contendo TAE 1x a 90 volts durante 45 minutos. A
visualizacdo foi feita em transiluminador (Gel DocTM, XR+ com
imageLabTMsoftware,BIO-RAD) para quantificagcdo do DNA.

Para cada amostra, 20 a 30 ng de DNA para cada 100pb, juntamente a 10
pmol do iniciador direto que flanqueia o fragmento amplificado em HMIP2A foram
encaminhadas para reacao de sequenciamento na empresa Myleus Biotechnology.

As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em aparelho
ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1 e a anélise das sequéncias foi
feita no software BioEditSequenceAlignment Editor versdo 7.2.
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A figura 2 mostra o eletroferograma gerado a partir das amostras sequenciadas
e a identificagcdo dos SNPs rs4671393.
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Figura 2. Eletroferograma correspondente ao sequenciamento de fragmento do gene BCL11A para
identificacdo do SNP rs4671393. Neste exemplo, a sobreposicdo de picos indica heterozigose (GA).

Para amplificagcdo do SNP rs7599488, fragmentos de 739 pb do gene BCL11A
foram amplificados pela técnica de PCR. O volume final da reacdo foi 10uL. As
concentracOes finais dos reagentes da PCR foram: 1,5mM de MgClz, 200 mM de
dNTP’s (dATP + dGTP + dTTP + dCTP), 10pmol de cada oligonuleotideo sintético e
0,8 U de Platinum®Taq DNA Polymerase e tampéao de enzima 1X.A amplificacdo foi
realiza em termociclador (Veriti, AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA ou T100
thermalcycler, Bio-Rad, California, USA), usando o seguinte programa de ciclagem:
temperatura inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacao da
dupla fita, anelamento dos primers e extensao pela Taq DNA polimerase a 94°C/30
segundos, 65°C/30 segundos e 72°C/30 segundos, respectivamente, e extenséo

final a 72 °C durante 5 minutos.

Posteriormente, para RFLP referente ao SNP rs7599488, utilizou-se a
endonucleas e Fspl (sequéncia de reconhecimento: TGC*"GCA). Foram adicionadas
2 U da enzimaao produto de PCR, além do tampéo da enzimalX. A mistura foi
incubada a 37°C durante 1 hora e a 65°C durante 15 minutos, para digestdao dos
fragmentos e inativacdo da enzima de restricdo, respectivamente. Os produtos da
RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em cuba contendo o
tampéo TAE 1x e, posteriormente visualizados em transiluminador (Gel DocTM, XR+
com imageLabTM software, BIO-RAD) para interpretacdo dos resultados. Na

presenca do alelo T, ndo ocorre sitio de reconhecimento para essa enzima e o
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fragmento permanece com 739 pb. Ja na presenca do alelo C, essa enzima cliva
esse fragmento de DNA, gerando dois fragmentos, sendo um de 607 pb e outro de
132 pb (figura 17).

Para genotipar o rs11886868, foi realizada PCR em tempo real com a “sonda”
Tagman C_3119894 10, produzida pela Thermo Fisher Scientific. A reacéo foi feita
a partir de 50 ng de DNA, 5 uL de Master Mix TagMan® GTXpress™ Master Mix (2x)
e 0,5 uL da “sonda” (20x). A reacao de amplificacdo foi feita em um instrumento de
PCR em Tempo real (modelo 7500, Applied Biosystems, CA, EUA) nos seguintes
ciclos de temperatura: 60°C por 1 minuto e 95°C por 10 minutos, seguindo-se 40
ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto e uma etapa final de 60°C por 1
minuto. A figura 18 exemplifica os resultados correspondentes a 99 criancas

genotipadas por essa técnica.
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Figura 3: Gréfico gerado a partir da genotipagem do polimorfismo rs11886868, em BCL11A, em 99
criancas com anemia falciforme
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10.1.2 SNPs em HMIP2A

Devido a proximidade (24 pb) dos SNPs rs9399137 e rs35786788, utilizou-se
uma mesma reacdo de PCR e de sequenciamento para a genotipagem de ambos os

polimorfismos.

Foi amplificado um fragmento de 477 pb, flanqueado pelos iniciadores descritos
na tabela 1, no loci HMIP 2A. O volume final da reacéo foi 20uL e as concentracfes
finais dos reagentes da PCR foram: 2,0mM de MgClz, 200 mM de dNTP’s (dATP +
dGTP + dTTP + dCTP), 10 de cada oligonuleotideo sintético e 0,8 U de
Platinum®Taq DNA Polymerase e tampdo de enzima 1X.A amplificacdo foi realiza
em termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA ou T100 thermal
cycler, Bio-Rad, California, USA), usando o seguinte programa de ciclagem:
temperatura inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacao da
dupla fita, anelamento dos primers e extensao pela Taq DNA polimerase a 94°C/30
segundos, 64°C/30 segundos e 72°C/30 segundos, respectivamente, e extenséo
final a 72 °C durante 5 minutos.

As figuras 4 e 5 mostram os eletroferogramas gerados a partir das amostras
sequenciadas e a identificacdo dos SNP’s rs9399137 e rs35786788.

320 330
CATATGGTTATTCACAGTTTTTTCACA

Figura 4: Eletroferograma correspondente ao sequenciamento de fragmento da regido HMIP2A para
identificacdo do rs9399137. Neste exemplo, a sobreposicdo de picos indica heterozigose (TC).

96



340 330

LN

CACAAGCAAACTGCTGTATITT

Figura 5: Eletroferograma correspondente ao sequenciamento de fragmento da regicdo HMIP2A para
identificacdo do rs35786788. Neste exemplo, a sobreposi¢do de picos indica heterozigose (GA).

10.1.3 SNPs em HMIP2B

Para genotipagem do SNP rs9402686, foi feita a amplificagdo de fragmentos
de DNA de470pbdo loci HMIP 2B, flanqueados pelos iniciadores descritos na tabela
1, através da técnica de PCR. O volume final da reac¢éo foi 10uL. As concentracfes
finais dos reagentes da PCR foram: 2,0mM de MgCl2, 200 mM de dNTP’s (dATP +
dGTP + dTTP + dCTP), 10pmol de cada oligonuleotideo sintético e 0,8 U de
Platinum®Taq DNA Polymerase e tampao de enzima 1X. A amplificacao foi realiza
em termociclador (Veriti, AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA ou T100
thermalcycler, Bio-Rad, California, USA), usando o seguinte programa de ciclagem:
temperatura inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacao da
dupla fita, anelamento dos primers e extensdo pela TagDNApolimerase a 94°C/30
segundos, 55°C/30 segundos e 72°C/30 segundos, respectivamente, e extenséo
final a 72 °C durante 5 minutos.

Para analise de RFLP, utilizou-se a endonuclease de restricdo Bsll (sequéncia
de reconhecimento: CCNNNNNANNGG). Foram adicionadas 5 U da enzimaao
produto de PCR, além de tampao da enzimalX. A mistura foi incubada a 37°C
durante 1 hora e a 65°C durante 15 minutos, para digestdo dos fragmentos e
inativacdo da enzima de restricdo, respectivamente. Os produtos da RFLP foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em cuba contendo o tampéo TAE
1x e, posteriormente visualizados em transiluminador (Gel DocTM, XR+ com
imageLabTM software, BIO-RAD) para interpretacéo dos resultados. Na presenca do
alelo A, ndo ocorre sitio de reconhecimento para essa enzima e o fragmento
permanece com 470 pb. Ja na presenca do alelo G, essa enzima cliva esse
fragmento de DNA, gerando dois fragmentos, sendo um de 270 pb e outro de 200 pb

(figura 6).

123456 7829101 1213 14 15 16 17 18 19 20

Figura 6: Fotografia de gel de agarose 2% contendo produtos da RFLP do fragmento amplificado da
regido intergénica HMIP2B para genotipagem do rs9402686. Na canaleta 1 foi aplicado o padréo de
peso molecular de 100 pb. Nas canaletas 9, 13 e 15 foram aplicadas amostras de individuos com o
genétipo AG; nas demais, amostras de individuo GG. A canaleta 20 corresponde ao controle negativo
da PCR.

Para genotipagem do SNP rs4895441, foi feita amplificacdo de fragmentos de
DNA de371pbdo loci HMIP 2B, flanqueados pelos iniciadores descritos na tabela 1,
através da técnica de PCR. O volume final da reagéo foi 10uL. As concentracdes
finais dos reagentes da PCR foram: 2,0mM de MgClz, 200 mM de dNTP’s (dATP +
dGTP + dTTP + dCTP), 10pmol de cada oligonuleotideo sintético e 0,8 U de
Platinum®Taq DNA Polymerase e tampé&o de enzima 1X. A amplificagédo foi realiza
em termociclador (Verit Termal Cycler 96well; AppliedBiosystems), usando o
seguinte programa de ciclagem: temperatura inicial de 95°C por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo da dupla fita, anelamento dos primers e extensao pela
Tag DNA polimerase a 94°C/30 segundos, 55°C/30 segundos e 72°C/30 segundos,
respectivamente, e extensao final a 72 °C durante 5 minutos.

Para analise de RFLP, utilizou-se a endonuclease de restricdo Rsal
(sequéncia de reconhecimento: GT"MAC). Foram adicionadas 5 U da enzimaao

produto de PCR, além de tampao da enzimalX. A mistura foi incubada a 37°C
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durante 1 hora e a 65°C durante 15 minutos, para digestdo dos fragmentos e
inativacdo da enzima de restricdo, respectivamente. Os produtos da RFLP foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em cuba contendo o tampédo TAE
1x e, posteriormente visualizados em transiluminador (Gel DocTM, XR+ com
imageLabTM software, BIO-RAD) para interpretacdo dos resultados.Na
presencadoaleloA, sdo gerados dois fragmentos, um de 207 pb e outro de 164 pb.
Ja na presenca do alelo G, essa enzima cliva esse fragmento de DNA,gerando trés
fragmentos, de 207 pb, 162 pbe62pb (figura 7).

Figura 7: Fotografia de gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etideo, contendo
fragmentos de DNA amplificados e restringidos de HMIP2B para identificacdo do polimorfismo
rs4895441. Na canaleta 1 foi aplicado o padrdo de 50 pb. As canaletas 2, 4 e 5 correspondem a
amostras de paciente AA e a canaleta 3 GG. A canaleta 6 corresponde ao controle negativo da
reacao.

A genotipagem do polimorfismo rs9494145 foi feita por PCR em temp real,
utilizando-se a “sonda” TagMan_C 2737532 10, produzida pela Thermo Fisher
Scientific, com técnica semelhante a ja descrita para o polimorfismo rs11886868 (ver
no item 8.1.1). A figura 8 mostras os resultados de 91 criancas genotipadas com

essa técnica.
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Figura 8: Grafico gerado a partir da genotipagem do polimorfismo rs9494145, em

HMIP, em 91 criancas com anemia falciforme

10.1.4 SNP em HBBP1

Para rs10128556, foi feita a amplificacdo de fragmentos de DNA de 701 pb do
loci HBP1, flanqueados pelos iniciadores descritos na tabela 1, através da técnica de
PCR. O volume final da reacédo foi 20uL. As concentracdes finais dos reagentes da
PCR foram: 1,5mM de MgCl2, 200 mM de dNTP’s (dATP + dGTP + dTTP + dCTP),
10pmol de cada oligonuleotideo sintético e 0,8 U de Platinum®Taqg DNA Polymerase
e tampao de enzima 1X. A amplificacdo foi realiza em termociclador (Veriti, Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA ou T100 thermalcycler, Bio-Rad, California, USA),
usando o seguinte programa de ciclagem: temperatura inicial de 94°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacédo da dupla fita, anelamento dos primers e
extensdo pela TagDNApolimerase a 94°C/45 segundos, 57°C/45 segundos e
72°C/45 segundos, respectivamente, e extensao final a 72°C/10 minutos.

Para andlise de RFLP, utilizou-se a endonuclease de restricdo Hincll
(sequéncia de reconhecimento: GTY”RAC). Foram adicionadas 10 U da enzimaao
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produto de PCR, além de tampado da enzima 1X. A mistura foi incubada a 37°C
durante 1 hora e a 65°C durante 15 minutos, para digestdo dos fragmentos e
inativacdo da enzima de restricdo, respectivamente. Os produtos da RFLP foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em cuba contendo o tampédo TAE
1x e, posteriormente visualizados em transiluminador (Gel DocTM, XR+ com
imageLabTM software, BIO-RAD) para interpretagéo dos resultados. Na presenca do
alelo C, ndo ocorre sitio de reconhecimento para essa enzima e o fragmento
permanece com 701 pb. JA4 na presenca do alelo T, essa enzima cliva esse
fragmento de DNA, gerando dois fragmentos, sendo um de 361pb e outro de 340pb
(figura 9).

Figura 9: Fotografia de gel de agarose 2% contendo produtos da RFLP do fragmento amplificado do
gene HBBP1 para genotipagem do rs10128556. Na canaleta 1 foi aplicado o padrdo de peso
molecular de 100 pb. Nas canaletas 2, 3 e 5 foram aplicadas amostras de individuos com o gendétipo
CCe na canaleta 4 amostra de individuo CT. A canaleta 6 corresponde ao controle negativo da PCR.
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10.2 Anexo 2: Banco de dados

da Crianca]

"= arquivo Editsr Egbir  Inserir  Eormatar  Registros  Ferramentas  Jansla  Ajuda Digite uma pergunta -8 X

-] M5 Sans Serf -8 -/ N I s | | - | A |-
-l B9 aT s @928 R FAr A== |
DADOS GERAIS DA CRIANCA

| Dados Gersis | Histéria Meonatal | Obito | Esplensctomia/THO

Cédign do NUPAD [ACA/000306 M® prontudrio Hemominas

Maome [

Mascimenta Idade atual [sem data de nascimenta] Sexo ‘ v Car v

Resultado PFETH 2 Eletroforese no Hemominas B3

Enderegn [

Baino [

CEP

Municipia [ UF[ME

Telefone |

M comparecimentos & consulta 3

Data da 12 consulta: 03/03/1333

Evoluga ‘ Crises Vaso-Delusivas | Infecces ‘ Doenga Cérebravascular ‘ Seqiestios Esplénicas ‘

Priapismos ‘ Ulcera-Pama | Exames Hematolégicos ‘ Outros Exames ‘ Exames de Imagem |

Hidrowivréia [HU) ‘ Fleg. Hipertrans. [HT>) | Sanarias | Interconsutas ‘ Transfusdes |
Tabelas ‘ Importar Novas Criangas

Registro: (14 < 1 1)k de zis3

homs da crianga UM
——

Il

Figura 10: Imagem do banco de dados, onde sdo informatizados os dados dos prontuarios médicos
dos participantes da pesquisa.
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10.3 Anexo 3: Comprovante de Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa da
Fundag¢do Hemominas

FUNDAGCAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
HEMOMINAS

DECLARACAO

Belo Horizonte, 18 de margo de 2016.

Declaro que o projeto de pesquisa “Avaliagdo da modulagdo dos niveis de
hemoglobina F em criangas com anemia falciforme triadas pelo Programa de
Triagem Neonatal de Minas Gerais e acompanhadas no Hemocentro de Belo
Horizonte da Fundacao Hemominas” (CAAE 42048215.6.0000.5118), coordenado
pelo pesquisador Dr. André Rolim Belisario, foi APROVADO em 24/04/2015 pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao Hemominas.

Danjel Gongalves Chaves
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
Funda¢éo Hemominas

Gongalfes Chaves
Coordenacgéo do Comité de Etica em Pesquisa

Fundagao Hemominas

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Alameda Ezequiel Dias, 321 — Santa Efigénia — Belo Horizonte — MG — CEP 30130-110
e-mail: cep@hemominas.mg.gov.br — Tel: 3768-4587
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10.4  Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Conselho Nacional de Saude, Resolugdo 466/12

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da modulacdo dos niveis de hemoglobina F em criangas com
anemia falciforme triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais e
acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte da Fundagao Hemominas

A anemia falciforme é uma doenca do sangue caracterizada pela presenca de uma
hemoglobina variante, a hemoglobina S. A hemoglobina S distorce as hemdcias, que
modificam sua forma de arredondada para forma de foice. Esse fenbmeno é responsdvel
pelas manifestacdes clinicas da anemia falciforme. A gravidade da anemia falciforme pode
ser influenciada por caracteristicas ambientais e genéticas.

A hemoglobina F é uma hemoglobina produzida pelo feto e recém-nascido até um a
dois meses de vida, mas individuos com anemia falciforme podem produzi-la até a vida
adulta. Na anemia falciforme, a presenca dessa hemoglobina é capaz de impedir que a
hemoglobina S distorca as hemdcias, podendo tornar a doenca menos grave. Muitos
individuos com anemia falciforme possuem concentracdao aumentada de hemoglobina F e
essa caracteristica tem cardter hereditdrio. O nosso objetivo é estudar os fatores genéticos
que influenciam os niveis de hemoglobina F na anemia falciforme e confirmar sua influéncia
nas caracteristicas clinicas e laboratoriais da doenca. Os resultados podem auxiliar os
médicos a identificar a conduta clinica mais adequada para cada paciente, além da
possibilidade de gerar novos medicamentos para tratamento da doenga.

E por isso que nds pedimos sua autorizagdo para incluir seu (sua) filho (a) neste
estudo. Caso vocé autorize, vocé nao terda nenhum custo. Iremos colher um pouco de sangue
da veia (5 ml) da crianca para realizacdo dos testes. A coleta de sangue sera feita por um
profissional treinado, mas em alguns casos pode causar um hematoma (colorac¢do roxa) na
regido do braco onde a agulha foi introduzida. Caso seja feita uma coleta de sangue para
exames referentes ao acompanhamento clinico, esta amostra podera ser usada para nossa
pesquisa, sem necessidade de nova coleta. O material coletado ficard guardado no
Laboratério de Pesquisa da Fundacdo Hemominas e sera usado para andlises moleculares e
celulares propostos na pesquisa. Sera necessario também coletar dados no prontudrio da
crianga, como, por exemplo, resultados de exames de sangue e informacdes clinicas.

Na divulgacdo dos resultados, o nome da crianca ndo serd mostrado, garantindo seu
sigilo e sua privacidade. Também é importante esclarecer que vocé tem toda a liberdade
para decidir se quer ou ndo autorizar a participacdo do seu (sua) filho (a) nesta pesquisa. Se
vocé ndo autorizar, ele ndo serd prejudicado no atendimento, e se desistir durante a
pesquisa, nao sofrera nenhum prejuizo.

Caso vocé autorize, o material genético (DNA) recolhido para este estudo podera ser
usado pelos mesmos pesquisadores envolvidos nestas pesquisas em futuras investigacdes
com objetivos semelhantes: investigar marcadores genéticos que podem ter influéncia nas
manifestacdes clinicas da anemia falciforme. Nesse caso, a amostra da crianca serd
conservada por um prazo maximo de dez anos. Durante todo o tempo de armazenamento,
vocé tem o direito de conhecer os resultados obtidos nas pesquisas, além de poder retirar a
autoriza¢do de armazenamento. Para isso, basta entrar em contato com os pesquisadores
nos telefones fornecidos abaixo. Apds o prazo maximo de dez anos ou até antes se os
pesquisadores julgarem necessario, o material armazenado sera descartado. Vocé pode
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negar a permissao para o uso da amostra em estudos futuros, e ainda participar deste
projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da amostra da crianca, qualquer novo estudo
utilizando essa amostra devera ser avaliado e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Fundacao.

Qualquer duvida que vocé tiver, fale comRahyssa Rodrigues Sales, no telefone 3768-
4569, ou com André Rolim Belisario, no telefone 3768-0548, nos horarios de 8:00 as 17:00h.
Eu, , responsavel
pelo menor , apos esclarecimentos,
autorizo o pesquisador a inclui-lo(a) neste estudo.

Assinatura do responsavel

Data:

Rua: Bairro:
Cidade: CEP:
Telefone:

Quanto ao armazenamento de amostras, marque com um X no quadrado abaixo sua
decisao:

O Estou ciente das condi¢des de armazenamento e aceito que os pesquisadores guardem a
amostra coletada para uso em estudos futuros.

[0 NAO aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos
futuros.

Assinatura do pesquisador:

Local:
Data: / /

Pesquisadores responsaveis: Rahyssa Rodrigues Sales, André Rolim Belisdrio e Marcos
Borato Viana.

Servigo de Pesquisa — Fundagdo HEMOMINAS: 31-3768-4587
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Hemominas: 31-3768-4587

COEP/ UFMG — COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Av. Presidente Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativo Il, 22 andar, sala 2005. CEP: 31.270-901
—BH - MG/ TEL: 3409-4592 / coep@prpg.ufmg
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10.5 Anexo 5: Termo de Assentimento
TERMO DE ASSENTIMENTO

Conselho Nacional de Saude, Resolugdo 466/12

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da modulacdo dos niveis de hemoglobina F em criangas com
anemia falciforme triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais e
acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte da Fundacdo Hemominas

Vocé estd sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa. Seus pais ja
permitiram sua participacdo. Participarao desta pesquisa, criangas e adolescentes que, assim
como vocé, tém anemia falciforme.

A anemia falciforme é uma doenca do sangue, caracterizada pela presenca da
hemoglobina S. A hemoglobina S muda a forma das hemacias, que ficam com a forma de
foice. A forma de foice das hemadcias provoca “incOmodos” nas criangas com anemia
falciforme. Nés ja tivemos algumas pistas de que certa proteina (a hemoglobina fetal)
presente no seu sangue ajuda a melhorar esses “incOmodos” da doenca. Queremos
descobrir que quantidade dessa proteina deve estar presente no sangue para que isso
aconteca. Sabemos que a quantidade dessa proteina no sangue é controlada pelo DNA. O
DNA é muito importante para nds, pois possui a “receita” utilizada para formar todo o nosso
corpo. Neste projeto queremos também investigar quais as “receitas” presentes no DNA s3o
capazes de aumentar a quantidade dessa proteina no sangue.

Nés estamos pedindo sua permissdo para utilizar um pouco do seu sangue nesta
investigacao. Daremos preferéncia para utilizar a amostra de sangue coletada para exames
de rotina, ou seja, o sangue que vocé coleta para fazer os exames que o seu médico solicita.
Se ndo for possivel, iremos colher um pouco do seu sangue. A coleta de sangue sera feita por
uma pessoa treinada, mas em alguns casos pode causar um hematoma (coloracdo roxa) no
braco. O material coletado ficara guardado no Laboratério de Pesquisa da Fundacgao
Hemominas e sera usado em exames propostos na pesquisa. Sera necessario também
coletar alguns dados no seu prontuario, como, por exemplo, resultados de exames de
sangue e informagdes de quando vocé teve os “incomodos” da doenca.

Na divulgacao dos resultados, o seu nome nao sera revelado, garantindo seu sigilo e
sua privacidade. Também é importante esclarecer que vocé tem toda a liberdade para
decidir se quer ou ndo autorizar sua participagdo nesta pesquisa. Se vocé nao autorizar, vocé
nado serd prejudicado no atendimento e, se desistir durante a pesquisa, ndo sofrerd nenhum
prejuizo.

Caso vocé autorize, o material genético (DNA) colhido para este estudo podera ser
usado pelos mesmos pesquisadores envolvidos nestas pesquisas em outras pesquisas com
objetivos semelhantes: investigar quais as receitas presentes no DNA s3o capazes de fazer
com que os “incoOmodos” da doenca falciforme sejam mais ou menos graves. Neste caso, a
amostra serd guardada por um prazo maximo de dez anos. Durante todo o tempo que a
amostra ficar guardada, vocé tem o direito de conhecer os resultados obtidos nas pesquisas,
além de poder retirar a autorizacdo de armazenamento. Para isso, basta entrar em contato
com os pesquisadores nos telefones fornecidos abaixo. Apds o prazo maximo de dez anos ou
até antes se os pesquisadores julgarem necessario, o material armazenado sera descartado.
Vocé pode negar a permissdo para o uso da amostra em outros estudos e ainda assim
participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso da amostra em outros estudos, qualquer
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novo estudo utilizando esta amostra devera ser avaliado e autorizado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacao.

Qualquer duvida que vocé tiver, fale comRahyssa Rodrigues Sales, no telefone 3768-
4569, ou com André Rolim Belisario, no telefone 3768-0548, nos horarios de 8:00 as 17:00h.
Eu, , apos
esclarecimentos, autorizo o pesquisador a me incluir neste estudo.

Assinatura do paciente menor de 18 anos

Assinatura do pesquisador:

Local:
Data: / /

Quanto ao armazenamento de amostras, marque com um X no quadrado abaixo sua
decisao:

O Estou ciente das condigdes de armazenamento e aceito que os pesquisadores guardem a
amostra coletada para uso em estudos futuros.

[0 NAO aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos
futuros.

Pesquisadores responsaveis: Rahyssa Rodrigues Sales, André Rolim Belisdrio e Marcos
Borato Viana.

Servigo de Pesquisa — Fundagdo HEMOMINAS: 31-3768-4587
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdio Hemominas: 31-3768-4587

COEP/ UFMG — COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Av. Presidente Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativo Il, 22 andar, sala 2005. CEP: 31.270-901
—BH - MG/ TEL: 3409-4592 / coep@prpg.ufmg
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FOLHA DE APROVACAO

AVAUAGAO DA MODULAGAO DOS NiVEIS DE HEMOGLOBINA FETAL EM
COM ANEMIA FALCIFORME TRIADAS PELO PROGRAMA DE

TRIAGEM NEONATAL DE MINAS GERAIS E ACOMPANHADAS NO
HEMOCENTRO DE BELO HORIZONTE DA FUNDACAO HEMOMINAS

RAHYSSA RODRIGUES SALES
Dissertagdo submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduac®o em Cidacias da Saude - Saude da Crianga e do Adolescente, como requisito para
oblengio do grau de Mestre em Ciéncias da Saude - Saude da Crianga e do Adolescente, drea
de concentragdo em Cigncias da Sanide..

Aprovada em 29 de maio de 2017, pela banca constituida pelos membros:

'& l:o

Sw )

Prof. Mms;&.&' i~ Orientad
/UQ—V"an rientador

w3,

Dr. André Rolim Belisdrio - Coorientador
HEMOMINAS

A Qg Ll

Prof* Ana Cristina Simdes e Silva
UFMG

/{///'/Zh Z

Dr.* Marina Lobato Martins
HEMOMINAS Sl

Belo Horizonte, 29 de maio de 2017.
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