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RESUMO

Estudos ainda sdo controversos a respeito de diferengas entre os individuos com anemia
falciforme (AF) e da doenga SC (HbSC), principalmente em relacao a associagdo do estado
nutricional com marcadores de gravidade. O angulo de fase (AngF), uma medida de integridade
de membrana celular, correlacionou-se com o prognostico em diferentes situagdes clinicas,
entretanto ainda sdo limitadas suas informacdes na doenca falciforme (DF). A dislipidemia na
DF ¢ variavel e existem poucos estudos indicando sua relagdo com a gravidade e com variantes
genéticas envolvidas na homeostase lipidica. O objetivo do estudo foi avaliar biomarcadores
clinicos, nutricionais, laboratoriais ¢ moleculares em individuos com DF (AF e HbSC), o
potencial do AngF como preditor de gravidade da AF, a influéncia das variantes e haplotipos
do gene CETP, bem como associagdes entre as variaveis e as diferengas entre os dois genotipos
da DF. O estudo ocorreu com criangas e adolescentes com DF (AF e HbSC) acompanhados no
Hemocentro de Governador Valadares da Fundagdo Hemominas. Coletaram-se os dados
demograficos, socioecondmicos, clinicos, antropométricos, bioimpedancia elétrica e
laboratoriais (vitaminas A e D, marcadores do perfil lipidico e de gravidade) de 138
participantes, sendo 75 com AF (54,35%) e 63 com HbSC (45,65%) com idade média de 11,63
anos. Nas andlises envolvendo o AngF, participaram 64 pacientes com AF e 0 mesmo niimero
em um grupo sem doenca falciforme (SDF) com idade média de 12,27 e 11,47 anos
respectivamente. Foram genotipados a a-talassemia (a-tal) e polimorfismos no gene CETP
(rs247616, rs183130 e rs3764261). Os valores do AngF foram determinados e comparados
entre os grupos SDF e AF, sendo investigada a sua relagdo com marcadores de gravidade na
AF. O grupo AF apresentou maior deficit nutricional, hipocolesterolemia e anemia mais
acentuadas, como também maior gravidade indicada pelos marcadores hemoliticos e
inflamatorios em comparagdo ao grupo HbSC. Na AF, indice de massa corporal (IMC),
vitamina A, lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e apolipoproteina Al (apoAl) foram
inversamente correlacionados com leucdcitos totais (LT), lactato desidrogenase (LDH) e/ou
bilirrubina total (BT). A hemoglobina (Hb) foi associada de forma positiva com a vitamina A
e de forma negativa com os trigliceridios (TG). Na DF, individuos com a-tal apresentaram
menores valores de volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média
(HCM). O valor do AngF foi menor nos individuos AF e nesses houve associacdo com
marcadores de gravidade da doenca. Individuos com AF em uso de Hidroxiureia apresentaram
maiores valores de HDL-C, entretanto, ndo houve associacao entre essas variaveis. A auséncia

do haplétipo TTA dos SNPs (15247616, rs183130 e rs3764261) do gene CETP aumentou em 3



vezes risco de ter baixos niveis de HDL-C nos pacientes com DF. Adicionalmente, os baixos
niveis de Hb também conferiram risco para menores valores desta lipoproteina para estes
pacientes e ao analisar somente o grupo AF. O estudo concluiu que o grupo AF apresentou
maior gravidade em comparacao ao grupo HbSC ao considerar perfil nutricional e gravidade
da doenca. O estado nutricional foi associado com os marcadores de gravidade, principalmente
na AF. O AngF mostrou-se uma variavel promissora na predi¢ao da gravidade da AF. Variantes
do gene CETP somados aos fatores intrinsecos da propria anemia hemolitica poderiam explicar

parte da variacdo observada na dislipidemia em pacientes com DF.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Doeng¢a SC. Vitamina A. 25-hidroxivitamina D.

Dislipidemia. Angulo de fase. CETP. Alfa-talassemia.



ABSTRACT

Studies are still controversial regarding differences between individuals with sickle cell anemia
(SCA) and SC disease (HbSC), mainly in relation to the association of nutritional status with
severity markers. Phase angle (PhA), a measure of cell membrane integrity, correlates with
prognosis in different clinical situations; however, there is still limited information about its
correlation with prognostics in sickle cell disease (SCD). Dyslipidemia in SCD is variable and
there are few studies indicating a relationship with the severity and genetic variants involved in
lipid homeostasis. The aims of this study was to evaluate clinical, nutritional, laboratory and
molecular biomarkers in individuals with SCD (SCA and HbSC), the potential of PhA as a
predictor of SC severity, the influence of CETP gene variants and haplotypes, as well as
associations between the variables and the differences between the two genotypes of SCD. The
study has been conducted with children and adolescents with SCD (SCA and HbSC) followed
in the blood center of Governador Valadares of the Hemominas Foundation. Demographic,
socioeconomic, clinical, anthropometric, laboratory (vitamins A and D, lipid profile and
severity markers) and electrical bioimpedance data were collected. Of the 138 participants, 75
had SCA (54.3%) and 63 HbSC (45.7%), with a mean age of 11.63 years. Sixty-four patients
with SCA participated in the analyzes involving PhA and the same number in the group without
sickle cell disease (WSCD), with an average age of 12.27 and 11.47 years, respectively. The a-
thalassemia (a-thal) and the polymorphisms in the CETP gene (rs247616, rs183130 and
rs3764261) were genotyped. PhA values were defined and compared between WSCD and SCA
groups and the relationship of this measure with severity markers in SCA was investigated.
Group SCA exhibited higher nutritional deficit, more severe hypocholesterolemia and anemia,
as well as greater severity indicated by hemolytic and inflammatory markers compared to group
HbSC. In SCA, body mass index, vitamin A, high-density lipoprotein (HDL-C) and
apolipoprotein A1 (apoAl) showed an inverse correlation with total leukocytes, lactate
dehydrogenase (LDH) and/or total bilirubin (TB). Hemoglobin (Hb) was positively associated
with vitamin A and negatively associated with triglycerides (TG). In SCD, individuals with a-
thal exhibited lower values for the mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular
hemoglobin (MCH). The PhA value was lower in the SCA individuals and showed association
with markers of disease severity. Subjects with SCA using Hydroxyurea had higher levels of
HDL-C, however, there was no association between these variables. The absence of the SNP
TTA haplotype (rs247616, rs183130 and rs3764261) of the CETP gene tripled the risk of
having low HDL-C levels in patients with SCD. In addition, the low levels of Hb also led to



risk of low values of this lipoprotein in these patients when analyzing only the SCA group. The
study concluded that the SCA group had worse condition compared to the HbSC group when
considering nutritional profile and disease severity. Nutritional status was associated with
severity markers, especially in SCA. The PhA proved to be a promising variable in predicting
the severity of SCA. Variants of the CETP gene together with the intrinsic factors
of the hemolytic anemia itself could explain part of the variation observed in dyslipidemia in

patients with SCD.

Keywords: Sickle cell anemia. SC disease. Vitamin A. 25-hydroxy vitamin D. Dyslipidemia.
Phase angle. CETP. Alpha-thalassemia.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A DF ¢ originaria de regidoes endémicas da malaria. A migragdo através do trafico de
escravos, por razoes econdmicas e relacionadas ao trabalho, contribuiu para difundir a doenca,
que se tornou um problema de saude publica (CHAKRAVORTY, 2015). Mundialmente, mais
de 270.000 criangas nascem anualmente com DF (MODELL; DARLISON, 2008). No Brasil
sua incidéncia varia entre os estados e enquanto a Bahia ocupa o primeiro lugar (1:650 nascidos
vivos), Minas Gerais estd na terceira posic¢ao (1:1400 nascidos vivos) (BRASIL, 2014).

Apesar do diagndstico precoce pelo Programa de Triagem Neonatal e do uso de medidas
preventivas e terapéuticas (penicilina, imuniza¢ao e Hidroxiureia), a mortalidade mundial por
DF ainda ¢ preocupante. As infecgdes sao as causas mais comuns de morte em pacientes com
DF. H4 uma diversidade de manifestacdes clinicas que reduzem sua qualidade de vida
(ARDUINI; RODRIGUES; MARQUI, 2017), com uma heterogeneidade clinica entre os
individuos com o mesmo gendtipo da doenga (CHATURVEDI et al., 2017, GEARD et al.,
2016; STEINBERG, 2009).

As manifestacdes estdo relacionadas aos subfenotipos viscosidade-vaso-oclusdo e
disfuncdo hemolise-endotelial (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). No primeiro
subfenotipo os maiores niveis de Hb aumentam a frequéncia das crises de dor vaso-oclusiva,
sindrome toracica aguda e osteonecrose; enquanto no segundo tipo a elevagdo de lactato
desidrogenase (LDH), reticuldcitos, Hb e arginase livres predispdem ao maior risco de acidente
vascular cerebral, hipertensdo pulmonar, priapismo e ulceras nos membros inferiores (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

Observam-se também na DF, especialmente na AF, hipocolesterolemia e
hipertrigliceridemia que se relacionam com a gravidade da anemia, caracterizando um terceiro
subfenotipo, o dislipidémico (AKINLADE et al., 2014; ALELUIA et al., 2017b; TEIXEIRA,
et al., 2017). Por outro lado, estudos com populagdes sem doenca falciforme (SDF) tém
demonstrado que fatores genéticos oferecem uma importante contribui¢ao na determinacao do
perfil lipidico dos individuos (GUO et al, 2015; NAKAMURA et al., 2013). Os efeitos
observados de polimorfismos do gene CETP no metabolismo lipidico o tornam um gene
candidato para investigacao de dislipidemias em populagdes pediatricas (AGIRBASLI et al.,
2013) e que apresentam alteracdes no perfil lipidico como em individuos com DF, entretanto,

nenhum estudo envolvendo individuos com DF e o gene CETP foi encontrado.
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O deficit nutricional ¢ comum em criang¢as e em adolescentes com DF, prejudicando sua
condi¢do clinica ¢ desenvolvimento (MATARATZIS; ACCIOLY; PADILHA, 2010). As
causas dos deficits observados e sua influéncia na gravidade da DF ainda sdo pouco exploradas
(CATANZARO; KOUMBOURLIS, 2014). Uma abordagem nutricional poderia melhorar o
resultado clinico e a qualidade de vida dos afetados (HYACINTH; ADEKEYE; YILGWAN,
2013; MEEUWES et al., 2013) e a validagdo de ferramentas de avaliacdo nutricional
contribuiria para identificar precocemente os riscos envolvidos e seu prognostico. O Angulo de
Fase (AngF) é uma medida de integridade da membrana celular (ASKLOF et al., 2018) e tem
sido utilizada na avaliagdo do estado nutricional (ZHANG et al., 2014) e do prognostico em
diferentes situacdes clinicas (BANSAL et al., 2018; COLIN-RAMIREZ et al., 2012; SHIN et
al.,2017). Os estudos envolvendo a populacdo com DF sdo escassos e os existentes se restrigem
a comparagdes de valores do AngF entre grupos controle e com a doenga (VANDERJAGT et
al., 2008; VANDERJAGT et al., 2003), ndo sendo investigada a associagdo desta medida com
os marcadores de gravidade.

Desta forma, o presente estudo objetivou (i) avaliar biomarcadores -clinicos,
nutricionais, laboratoriais e moleculares em individuos com DF (AF e HbSC), (ii1) o potencial
do AngF como preditor de gravidade da AF (ii1), bem como a associacdo entre as variaveis (iiii)

e as diferencas entre os dois genotipos da DF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A Doenga Falciforme (DF) se refere a um conjunto de hemoglobinopatias hereditarias
com hemoglobinas anormais, sendo pelo menos uma delas a hemoglobina (Hb) denominada
HbS, a qual decorre do alelo patogénico S no gene HBB. Quando ha homozigose desse alelo
BS, a doenga é conhecida como anemia falciforme (AF, gendtipo HbSS, MIM#603903).
Entretanto, este alelo pode ocorrer em heterozigose com outro patogénico, como € o caso da
doencga da hemoglobina SC ou doenca SC (HbSC, gendtipo HbSC). A AF e HbSC sao os tipos
mais comuns de DF, cuja forma mais grave ¢ a AF (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

2.1 ASPECTOS MOLECULARES DA DOENCA FALCIFORME

As moléculas de hemoglobinas humana sdo constituidas por quatro cadeias peptidicas,
associadas a um grupo heme. Essas cadeias sdo alteradas de acordo com a fase intra e
extrauterina, ¢ recebem a denominagdo a (alfa), B (beta), y (gama), 6 (delta), € (épsilon) e C
(zeta). Na fase embriondria existem pelo menos trés tipos de hemoglobinas: a Portland ((2y2),
a Gower 1 (2 €2) e a Gower 2 (02¢€2). As cadeias zeta e épsilon sdo substituidas pelas cadeias
alfa e ndo-alfa no periodo pos-embrionario. A partir da oitava semana gestacional até o termo,
a Hb fetal (HbF, a2y2) ¢ a principal, e aproximadamente 7% ¢ de HbA (a22). No primeiro ano
de vida, a HbF ¢ substituida gradativamente pela HbA e HbA2 (0262) (Figura 1) (WHO
WORKING GROUP, 1982), e a partir do sexto més apds o nascimento permanece entre 0 e 1%
em pessoas saudaveis (BRASIL, 2016).

No cromossomo 11pl15.4, hda um agrupamento B-globina com os demais genes
codificadores da globina na seguinte ordem HEB-HBGI-HBG2-HBD-HBB (HBB, 1D: 3043;
NC_000011.10 (5225464..5227071) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3043), enquanto no
cromossomo 16p13.3 encontram-se dois genes o denominados HBA1 (ID: 3039;
NC_000016.10 (176651..177522) e HBA2 (ID: 3040; NC _000016.10 (172847..173710), e um
gene  HBZ (ID: 3050; NC_000016.10 (142422..154511) (Figura 1)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/106144573; WEATHERALL e CLEGG, 2001).

A HbS ¢ o resultado de uma mutagdo patogénica do tipo transversdo no gene HBB
(MIM#141900, loco 11p15.4). Ha alteracdo de um Unico nucleotideo (HBB:c.20A>T; rs334)
no sexto codon do éxon do gene, que resulta na troca do aminoécido acido glutamico pela valina
na sexta posi¢do (p.glu6bval). Esta modificagdo produz uma regido hidroféobica na HbS

desoxigenada que resulta na ligacdo entre as cadeias B1 e B2 de duas moléculas de Hb (REES;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/106144573
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WILLIAMS; GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008; STUART; NAGEL; JEFFERSON,
2004).

Figura 1 - Organizagdo cromossomal do agrupamento do gene da a e § globina
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Fonte: adaptado de Frenette & Atweh (2007).

Nota: (A) Os genes do agrupamento do gene da B-globina (g, Gy, Ay, 6, B) estdo no cromossomo 11. A
regido de controle do loco-p (LCR-B) é o principal elemento regulador para a alta expressdao destes
genes. (B) Os genes do agrupamento a-globina (&, o, a2) estdo no cromossomo 16. HS40 ¢€ o principal
elemento regulador para a alta expressdo destes genes. (C) Durante a vida fetal a HbF predomina, sendo
a y-globina substituida pela B-globina na fase adulta, quando predomina a HbA.

A doenga SC (HbSC) ¢ resultado da presenca do alelo S em heterozigose com a variante
mutante C (rs33930165), a qual resulta de uma mutacao de transi¢do no coddon 6 do gene HBB,

que troca o aminoacido acido glutamico pela lisina (c.19G>A; p.Glu6Lis) (AGARWAL et al.,
2000).

2.2 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DAS COMPLICACOES DA DOENCA
FALCIFORME

A HDS apresenta a capacidade de se polimerizar rapidamente quando desoxigenada,
levando a formacgao de células falciformes (Figura 2) (ALASTAIR, 1999; REES; WILLIAMS;
GLADWIN, 2010). Esse processo ocorre devido a desoxigenacdo favorecer a ligagdo
hidrofébica entre o aminodcido valina de um tetrAmero com a fenilalanina e a leucina do

tetramero adjacente (BALLAS; MOHANDAS, 1996), culminando em alteragdo
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conformacional da HbS (FRENETTE; ATWEH, 2007). Ja a hemoglobina C (HbC) apresenta a
capacidade de cristalizar quando oxigenada e essa tendéncia ¢ aumentada em individuos com
HbSC, o que leva a desidratacdo da hemacia, facilita a polimerizagao da HbS e contribui para
menor deformalidade das hemacias (GARNIER et al., 2017; NAGEL; FABRY; STEINBERG,
2003).

Figura 2 - Alteragdes genéticas no gene HBB e a formacao de polimeros de hemoglobina
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Fonte: adaptado de Kato et al., (2018).

Nota: Hb, hemoglobina; HbS, hemoglobina S; HbAS, trago falciforme; HbSS, anemia falciforme;
HbSC, doenga SC; HbSpB-tal, co-heranca de hemoglobina S e beta talassemia.

Cada polimero apresenta uma estrutura helicoidal com 14 moléculas de HbS
(desoxihemoglobina), as quais se alinham em fibras de forma paralela. A velocidade de
formacgdo de polimeros ¢ dependente da concentracdo da HbS, da pressdao de oxigénio, da
temperatura, do pH, da concentracdo de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), e da presenca de
diferentes moléculas de Hb (KATO et al., 2018).

A polimerizagdo leva a alteracao do citoesqueleto e a formagao de protuberancias que
geram a hemacia falciforme (FRENETTE; ATWEH, 2007). Ao causar disfun¢ao da membrana

das hemacias estimula o processo hemolitico. O estresse oxidativo nestas hemécias aumentam
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a auto-oxidagdo da HbS e acentuam a disfungdo da membrana celular ¢ o envelhecimento
prematuro das hemacias (KATO et al., 2009).

A interrupg¢ao da ligacdo da membrana plasmatica ao citoesqueleto de proteinas expoe
epitopos de proteinas transmembrana e promove trocas lipidicas, principalmente de
fosfatidilserina, entre o interior e o exterior da célula, e contribui para o estado pro-inflamatorio
e pro-trombotico (FRENETTE; ATWEH, 2007). A hemacia falcizada induz a expressdo de
mediadores inflamatorios e de coagulagdao que ativam o endotélio vascular. Tais estimulos nas
células endoteliais recrutam leucocitos que aderem nas vénulas por expressao de quimiocinas
e moléculas de adesdo celular tais como as selectinas (P e E). Os neutréfilos ativados na parede
endotelial fagocitam as hemécias falcizadas e normais, e promovem a vaso-oclusao (Figura 3)

(FRENETTE; ATWEH, 2007; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Figura 3 - Fisiopatologia da doenga falciforme
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Fonte: adaptado de Rees; Williams; Gladwin, 2010.

Nota: Hb, hemoglobina; HbS, hemoglobina S; NO, 6xido nitrico; STA, sindrome toraxica aguda;
VCAM, molécula de adesdo vascular; HPC, hipercoagulabilidade; HP, hipertensdo pulmonar; DCV,
doenga cérebro vascular, EROs, espécies reativas de oxigénio.

A hemodlise intravascular libera Hb, arginase e LDH das hemacias (ALAYASH, 2018;
SAKIPOV et al., 2017; KATO 2007). A Hb livre se liga fortemente ao 6xido nitrico (NO) e
causa sua deficiéncia (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ROTHER et al., 2005). A
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arginase livre converte L-arginina plasmatica em ornitina, indisponibilizando-a para a producao
de NO via 6xido nitrico sintase. Além desses processos, as espécies reativas de oxigénio (EROs)
produzidas pelos altos niveis de atividade da xantina oxidase e atividade da NADPH oxidase
observadas na DF, também contribuem para reduzir os niveis de NO.

A bioatividade de NO reduzida esta associada a hipertensdo pulmonar, priapismo,
ulceragdo de perna e, possivelmente, acidente vascular cerebral ndo hemorragico (KATO;

GLADWIN; STEINBERG, 2007) (Figura 4).

Figura 4 - Hemolise intravascular e bioatividade do 6xido nitrico
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Fonte: adaptado de Kato; Gladwin; Steinberg (2007).

Nota: (A) Hemoglobina (Hb) plasmatica livre gera meta-hemoglobina (metHb) e nitrato inerte (NO3").
(B) Arginase plasmatica consome L-arginina plasmatica, converte-a para ornitina tornando-a
indisponivel para produgio de 6xido nitrico (NO). (C) NO consumido por reagdes envolvendo espécies
reativas de oxigénio (O»-) produzindo radicais de oxigénio como peroxinitrito (ONOO-). Na doenga
falciforme aumenta a atividade da xantina oxidase (XO) ¢ da NADPH oxidase que resulta na maior
quantidade de (O,-). AVE, acidente vascular encefalico.

A polimerizagdo de HbS altera a forma e as propriedades fisicas das hemadcias e a
hemolise cronica e a baixa disponibilidade de NO contribuem para o estado pro-coagulante,
crises vaso-oclusivas e episodios recorrentes de isquemia-reperfusdo com manifestagdes
multissistémicas (CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013).
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2.3 ASPECTOS CLINICOS DA DOENCA FALCIFORME

A DF possui um espectro clinico variavel e uma classificagdo baseada em dois
subfenotipos clinicos para individuos adultos: o de viscosidade-vaso-oclusao e de disfuncao
hemolise-endotelial (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). No subfendtipo viscosidade-
vaso-oclusdo, ha niveis relativamente altos de Hb e frequentes crises de dor vaso-oclusiva,
sindrome tordcica aguda e osteonecrose. Na disfun¢do hemolise-endotelial ha alta contagem de
reticuldcitos e elevacdo dos niveis de LDH, Hb e arginase plasmaticas com o risco aumentado
para o acidente vascular cerebral, hipertensdo pulmonar, priapismo e ulceras de pernas (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

A oclusdao vascular decorre do aumento da adesdo das hemacias falciformes ao
endotélio, ativacao endotelial, interacdes entre hemacias falciformes ¢ neutrofilos, formacgao de
agregados de células composto de hemadcias falciformes, leucocitos aderentes e possivelmente
plaquetas. Tal processo predispde ainda mais as hemacias falciformes a polimerizagdo da Hb
induzida pela desoxigenacdo, levando a um ciclo de realimentacdo (AMLIE-LEFOND et al.,
2018).

Enquanto a dor aguda ¢ causada por vaso-oclusdo recorrente, a dor cronica esta
relacionada com a sensibilizacdo do sistema nervoso. Os episddios de dor aguda surgem de
forma abrupta e imprevisivel, e acometem as costas, torax, extremidades e o abddémen, e podem
contribuir para o aparecimento da sindrome da dor cronica. Considera-se uma dor cronica
quando hé relatos de sua continuidade na maioria dos dias, nos ltimos seis meses em um ou
varios locais do corpo. Alguns fatores sdo desencadeadores como as infeccdes agudas,
desidratacdo, asma, temperaturas frias e o inicio da menstruagdo. Entretanto, as crises vaso-
oclusivas podem aparecer sem causa aparente (BRANDOW; DEBAUN, 2018).

De forma geral, os eventos clinicos da DF incluem também: ictericia, osteomielite (AL-
GHAZALY et al., 2013), pneumonia, esplenomegalia e colelitiase (ALELUIA et al., 2017a),
calculos biliares, sequestro esplénico (ADEKILE et al., 2019) e sindrome toracica aguda

(BISPO et al., 2017).

2.4 PERFIL HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO NA DOENCA FALCIFORME

Na doenga falciforme desenvolve-se um quadro clinico de anemia de grau moderado a
grave (AWODA et al., 2017; JADHAV et al., 2016; KEIKHAEI ef al., 2013; TEIXEIRA et
al., 2017), associado a elevagdo de HbF (JADHAYV et al., 2016), reticulocitos (ASLAN et al.,
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2015), leucécitos (ASBEUTAH et al., 2014; ASLAN et al., 2015; KEIKHAEI et al., 2013),
plaquetas (TEIXEIRA et al., 2017) LDH, bilirrubina total (BT) e bilirrubina indireta (BI)
(ASBEUTAH et al., 2014; CHANG et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2017). O principal fator
determinante da gravidade da DF ¢ a HbS (STEINBERG, 2009) ¢ na crise vaso-oclusiva ocorre
um quadro hematolégico mais grave, com o aumento de citocinas pro-inflamatorias
(KEIKHAEI et al., 2013).

A reticulocitose apresenta valor preditivo de complicagdes da AF (MEIER; FASANO;
LEVETT, 2017). No estudo de coorte realizado com criangas brasileiras, o aumento da
contagem de reticuldcitos foi o preditor mais importante para o acidente vascular cerebral e de
doppler transcraniano cerebral anormal, com o aumento de 1,3 e 1,5 o risco, respectivamente,
para cada unidade percentual de elevagdo na contagem de reticulécitos (BELISARIO et al.,
2016).

Sao considerados marcadores na avaliagdo da intensidade da hemolise a LDH, a BI, a
contagem de reticuldcitos, as microparticulas de hemacias, os niveis de Hb, Hb livre, alanina
aminotransferase ~ (AST) (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), aspartato
aminotransferase (ALT), e a diminuicdo sérica da haptoglobina (STOJANOVIC; LIONNET,
2016). Enquanto a Hb plasmatica livre e as microparticulas de hemacia sdo marcadores diretos
de hemolise (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), a LDH ¢ o tipo indireto mais
importante, considerado também um marcador diagnostico e progndstico de complicacdes
agudas e cronicas (STOJANOVIC; LIONNET, 2016) e utilizado para identificagio do
subfenotipo disfuncdo hemolise-endotelial em criangas (LAND et al., 2013).

A hemodlise ¢ o principal fator de risco para a hiperbilirrubinemia (KAPLAN;
BROMIKER; HAMMERMAN, 2014), mesmo na auséncia de crises (AKUYAM et al., 2017).
Entretanto, além da hemdlise outros fatores podem estar envolvidos na hiperbilirrubinemia em
individuos com anemia hemolitica como no fenétipo de Gilbert que envolve a UDP glucuronil-
transferase. A via de formacao da bilirrubina envolve a degradacdo do heme pela proteina heme
oxigenase-1 (HO-1) com a formagao de biliverdina (Figura 5), liberagao do ferro e monoxido
de carbono (CO) (WAZA et al., 2018).

A biliverdina, apos redugdo enzimdtica pela biliverdina redutase (BVR), gera a
bilirrubina, um pigmento hidrofébico que € transportado ligado a albumina. Tal molécula é
metabolizada no figado pela UDP glucuronil-transferase, e resulta na BD ou conjugada, um
composto mais polar e hidrossoluvel (MARTELLI, 2012; RYTER; ALAM; CHOIL 2006). A
bilirrubina é o produto final da degradagdo do grupo heme, o qual origina-se da Hb liberada

durante os processos hemoliticos (RODRIGUES et al., 2012; ROTHER et al., 2005).
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Figura 5 - Mecanismo citoprotetor da heme oxigenase 1
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Fonte: adaptado de Waza et al. (2018).

Nota: HO-1, heme oxigenase 1; Fe, ferro; BV, biliverdina; BVR, biliverdina redutase; BR, bilirrubina;
CO, monoxido de carbono.

2.5 TERAPIAS PARA A DOENCA FALCIFORME

Devido as complicagdes agudas e cronicas decorrentes da DF e sua complexa
fisiopatologia, ha necessidade de intervengdes terapéuticas para reduzir os riscos e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. A Figura 6 apresenta os marcos histéricos da DF, incluindo o
surgimento das terapias.

A transfusdo de sangue € uma importante intervengao terapéutica para pacientes com
DF, pois aumenta a capacidade de transporte de oxigénio das hemadcias, reduz a viscosidade do
sangue e suprime a falcizacdo das hemacias (MAROUF, 2011). Esta terapia pode ser por
transfusdo uUnica para o tratamento de uma complicagdo aguda ou a longo prazo para a

prevengdo ou tratamento de complicagdes oriundas de doengas cronicas (HOWARD, 2016).
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Figura 6 - Linha do tempo dos marcos no reconhecimento da doenca falciforme como uma

crise global e tratamento da doenga
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Fonte: Modificado de Ansari et al. (2018).

Nota: *Prevencdo em criancas com anemia falciforme de acidente vascular encefalico com transfusdo
cronica.

O uso de Hidroxiureia ou hidroxicarbamida reduz a necessidade de transfusao (BISPO
et al., 2017) promovendo uma melhora dos parametros hematologicos em todas as idades
(BISPO et al., 2017; KEIKHAEI;, YOUSEFI; BAHADORAM, 2015; PHILLIPS et al., 2018).
A Hidroxiureia foi aprovada em 1998 pela Food and Drug Administration (FDA) para uso em
pacientes com AF (RILEY et al., 2018). Seu mecanismo de agdo envolve a inibicdo da
ribonucleotideo redutase com bloqueio da sintese do acido desoxirribonucleico (DNA),
mantendo as células na fase S do ciclo (CANCADO et al., 2009; CHARAGE et al., 1995;
HOLICK; TIAN; ALLEN, 1995; WANG et al., 2002). Como efeitos metabolicos identifica-se
o aumento de HbF, Hb, hemacias e hemoglobina corpuscular média (HCM) (BISPO et al.,
2017; KEIKHAEI et al., 2013), disponibilidade de NO (MATTE et al., 2019) e reducdo da
polimerizacao, dos processos hemoliticos, de LDH, bilirrubina, reticulocitos (PHILLIPS ef al.,
2018), heme e Hb livres, da contagem de neutrofilos, da ativacdo endotelial e da inflamagao

cronica (MATTE et al., 2019). Dentre suas repercussdes clinicas, ha redugdo das crises
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dolorosas, da frequéncia de infec¢des, da sindrome toracica aguda (BISPO et al., 2017) e de

mortalidade (MCGANN; WARE, 2015; TSHILOLO et al., 2019) (Figura 7).

Figura 7 - Diagrama esquematico da acao terapéutica multimodal da Hidroxiureia na doenca

falciforme
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Fonte: Adaptado de Matte et al. (2019).

Nota: HU, Hidroxiureia; EROs: espécies reativas de oxigénio; Hb: hemoglobina; NO: 6xido nitrico;
HbS: hemoglobina falciforme; HbF: hemoglobina fetal.

No Brasil, a aprovagdo para o uso da Hidroxiureia em pacientes com DF ocorreu pela
Portaria n® 872/2002 do Ministério da Satde. Em 2013, a Portaria Ministerial n® 27 publicou a
decisdo de incorporar a terapia de Hidroxiureia em criangas com DF no Sistema Unico de Satide
(SUS). Em fevereiro de 2018, esse 6rgdo aprovou o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
da DF atualizando os critérios para o uso de Hidroxiureia tais como a idade minima de dois
anos (ou a partir de nove meses em algumas condigdes), e ter apresentado pelo menos uma das
seguintes complicagdes nos ultimos 12 meses: trés ou mais episddios de crises vaso-oclusivas
com necessidade de atendimento médico; dois episodios de sindrome toracica aguda; um
episodio de priapismo grave ou priapismo recorrente; necrose isquémica Ossea; insuficiéncia
renal; proteintria de 24 h > 1 g; anemia grave e persistente (Hb < 6 g/dL em trés dosagens no
periodo de trés meses); LDH elevada duas vezes acima do limite superior nas criancas ou
adolescentes e acima de trés vezes do limite superior no adulto; alteragdes doppler transcraniano
acima de 160 e até 200 cm/s; retinopatia proliferativa; ou quaisquer outras situagdes em que
haja comprovagao de lesdo cronica de 6rgao(s). Adicionalmente, foi proposta a dose inicial de

15 mg/kg/dia e méxima de 35 mg/kg/dia (BRASIL, 2018).
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Embora estudos indiquem que a Hidroxiureia seja segura e viavel na DF (HANKINS et
al., 2014; TSHILOLO et al, 2019; ZHOU et al., 2018), existem indicio de que este
medicamento possa aumentar o risco de danos ao DNA associados a exposi¢dao por longos
periodos de tempo, necessitanado de um monitoramento dos pacientes, uma vez que nao ha
consenso quanto os seus riscos citotoxicos e genotoxicos (PEDROSA et al., 2014).

De forma geral, as terapias disponiveis sdo limitadas a transfusdes, administracdo de
Hidroxiureia (WARE et al., 2017), além do uso de penicilina e tratamentos adjuvantes com
acido folico, analgésicos, anti-inflamatorios e quelantes de ferro (BRASIL, 2018). Apesar
destes procedimentos terem promovido uma melhoria na expectativa e na qualidade de vida dos
pacientes com DF nas tultimas décadas, ainda sdo necessarios esforgos adicionais com mais
opcoes terapéuticas adaptadas e a implantagdo da medicina de precisdao (ANSARI ef al., 2018).

Novas terapias vem sendo estudadas e envolvem antioxidantes que previnem a
desidratacdo, reduzem a falcizagao da célula falciforme e induzem o aumento da HbF; bem
como os agentes direcionados a prevencdo da vasculopatia e de eventos de adesdo endotelial
tais como os bloqueadores de selectinas e suplementagdo com acidos graxos 0mega-3 (MATTE
et al., 2019). Inovagdes em opgdes terapéuticas curativas, como transplante de células-tronco
hematopoiéticas e terapia de genes direcionam para intervengdes curativas para pacientes com
DF, entretanto sua disponibilidade ainda ¢ limitada (HOWARD, 2016; MATTE et al., 2019;
WARE et al., 2017) em decorréncia do elevado custo e do alto risco de morbimortalidade

(ANSARI et al., 2018).

2.6 MODULADORES DA DOENCA FALCIFORME

O amplo espectro de manifestacdes clinicas e a grande variacdo da gravidade entre os
individuos tem sido explicado, em parte, pelos fatores genéticos (CHATURVEDI et al., 2017;
GEARD et al., 2016; STEINBERG, 2009), os quais contribuem para a modulacao da DF. Os
estudos moleculares que rastreiam polimorfismos no genoma (genome-wide association study
- GWAS) fornecem conhecimentos da diversidade genética relacionada a heterogeneidade
fenotipica (STEINBERG, 2009). Os polimorfismos genéticos que afetam a AF e seus
subfenotipos clinicos e laboratoriais sdo uteis como marcadores prognosticos (STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012). Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) em diferentes locos
foram associados ao maior risco de doencgas renais, hipertensdo pulmonar e hipertensdo em

pacientes com DF (GEARD et al., 2016).
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A HbF ¢ um alvo importante para a terapia da doenca falciforme (LETTRE; BAUER,
2016) e sua expressdo ¢ regulada por interacdes complexas entre os fatores genéticos e
epigenéticos. Tal composto ¢ considerado o modulador genético mais importante da AF, pois
suas altas concentragdes diluem a quantidade de HDS, interrompem o processo de
polimerizacdo e reduzem a gravidade da AF (MEIER; FASANO; LEVETT, 2017;
STEINBERG, 2009).

A presenca de haplotipos do gene da PBS-globina influencia nos niveis da HbF
(ADORNO et al., 2008). Varios hapldtipos tém sido relatados entre eles Benin (BEN),
Republica Centro-Africana (CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM), Arabia Saudita e india
(GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003) ¢ Bantu (AKINSHEYE et al., 2011). No Brasil, os
haplotipos CAR e BEN sdo os mais frequentes (ADORNO et al., 2008; BELISARIO et al.,
2010a). Resultados de estudos verificaram que individuos com os haplétipos Arabe-indiano e
SEN apresentaram niveis superiores de HbF (AKINSHEYE et al., 2011; RUSANOVA et al.,
2011) enquanto os portadores do BEN ficaram em posi¢do intermediaria e do Bantu com
menores niveis (AKINSHEYE et al., 2011).

A co-heranca de dele¢des dos genes HBA, a a-talassemia (a-tal), ¢ outro modulador da
DF. A delecdo de 3,7 Kb no gene HBA (delegio o7>7) estd associada a diminui¢o da bilirrubina,
plaquetas (ALELUIA et al., 2017b) e melhores indices hematologicos com atenuagdo do grau
de anemia nos pacientes com AF (RUMANEY et al., 2014) e redugdo das manifestagdes da
disfungdo hemolitico-endotelial como tUlcera, o priapismo e o acidente vascular cerebral.
Entretanto, ha mais eventos relacionados a viscosidade-vaso-oclusdo, como a sindrome toracica
aguda e a osteonecrose (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). Tem sido sugerida a
investigacdo de outros fatores moduladores da hemoglobinopatia S para a definicdo de
subfenotipos da doenca, visto que a presenca ou a auséncia de a-tal isoladamente ndo ¢

suficiente para prever as caracteristicas clinicas da doenga (BELISARIO; VIANA, 2011).

2.7 PERFIL ANTROPOMETRICO NA DOENCA FALCIFORME

As varidveis antropométricas de criangas com DF apresentam menores valores quando
comparadas aos individuos sem a doenga (NOGUEIRA et al., 2014; ODETUNDE et al., 2016;
ONUKWULI et al., 2017; VANDERJAGT et al., 2002a). A necessidade de energia aumenta
na ocorréncia de episodios vaso-oclusivos, mas acredita-se que o deficit nutricional na DF seja
resultado de muitos processos (Figura 8), os quais variam entre os pacientes (CATANZARO;

KOUMBOURLIS, 2014).
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Figura 8 - Mecanismo de crescimento deficiente na anemia falciforme

Déficit de crescimento

T

I Gasto energético de

Infecgdo

repouso
Anorexia Consumo calérico e
; \ de micronutrientes

IFalmzag:ao > Anemia ——> C(Circulagdo hiperdinimica

Fonte: adaptado de Catanzaro e Koumbourlis (2014).

Os parametros antropométricos apresentam associacdo com a gravidade da DF
(MANDESE, VALENTINA et al., 2016; MEEUWES et al., 2013), apesar de existirem
resultados contraditorios (ESEZOBOR et al., 2016).

Maior deficit de peso foi observado entre os meninos (ESEZOBOR et al., 2016;
ODETUNDE et al., 2016; SCHALL et al., 2004), chegando a alcangar trés vezes maior
propensao ao baixo peso quando comparado as meninas (ESEZOBOR et al., 2016). Entretanto,
Meeuwes et al. (2013) ndo identificaram diferengas significativas entre os géneros.

Embora a influéncia da Hidroxiureia nas variaveis antropométricas de criancas tenha
sido observada (ADEGOKE et al., 2017a), existe resultado divergente (RANA et al., 2014), o
que se deve, em parte, a falta de padronizag@o nas metodologias.

A condigdo socioecondmica ¢ um fator determinante do estado nutricional das criangas
da populagao geral (SILVEIRA et al., 2015), como também naquelas com DF (AKODU;
DIAKU-AKINWUMI; NJOKANMA, 2012; ESEZOBOR et al., 2016; ZIVOT et al., 2017).
Dentre as criangas e adolescentes americanos com AF, 22,1% apresentavam excesso de peso e
6,6% baixo peso (CHAWLA et al., 2013), enquando nas nigerianas a prevaléncia de excesso
de peso foi de 1,7% e o baixo peso 22,7% (ESEZOBOR et al., 2016).

Além das avaliacdes de medidas de peso e estatura em criangas e adolescentes com DF
demonstrarem deficits nutricionais, alteragdes observadas na composi¢do corporal indicam
baixa reserva de energia e proteinas corporais (VANDERJAGT et al., 2002b). As medidas da
composicdo corporal sdo importantes para avaliar o estado nutricional e monitorar os resultados
clinicos em criancas e adolescentes (KYLE et al., 2015), fazendo-se necessario o uso de
ferramentas de diagnoéstico capazes de identificar mudancgas precoces na composi¢do corporal

(BANSAL et al., 2018).
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2.8 DEFICIENCIA DE MICRONUTRIENTES NA DOENCA FALCIFORME

A gravidade da DF esta associada com deficiéncias ou insuficiéncias nutricionais
multiplas, as quais sdo comuns entre os pacientes (BEHERA et al., 2012; MARTYRES et al.,
2016; MATARATZIS; ACCIOLY; PADILHA, 2010). A deficiéncia nutricional pode estar
relacionada aos diferentes padrdes de cultura, situagao socioecondmica, nivel de educacao em
saude (KHAN et al., 2016) e ao consumo alimentar (MANDESE, VALENTINA et al., 2016).

A vitamina D apresenta importancia na saude humana por atuar, além do metabolismo
do célcio, na imunidade, nos processos inflamatorios (CHIU et al., 2018), sinalizagdo do
calcio, fun¢do mitocondrial, estresse oxidativo, protecdo do DNA e alteragdes epigenéticas
(BERRIDGE, 2017). Sua deficiéncia correlacionou a otite média (AKCAN et al., 2018),
pneumonia (LI ef al., 2018), alteragdo da pressdo arterial (MIRHOSSEINI; VATANPARAST;
KIMBALL, 2017) e infarto (NIE et al., 2017) na populagdo com DF.

Individuos com DF apresentam alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D (ARLET
etal.,2013; BOETTGER et al., 2017; NOLAN et al., 2015; SAMSON et al., 2018), e o risco
entre os individuos com AF ¢ de 5.3 vezes maior quando comparado com os individuos do
grupo controle saudavel (ROVNER er al, 2008). A deficiéncia de vitamina D agrava o
prognostico da DF. Além de maior fragilidade 6ssea dos individuos com DF na presenca de
deficiéncia de vitamina D, ha maior frequéncia de dor cronica e aguda (ARLET et al., 2013;
LEE; LICURSI; MCMAHON, 2015; OSUNKWO et al., 2011). A cada dez unidades de
aumento nos niveis séricos dessa vitamina h4d uma reducdo de 46% na probabilidade de dor
aguda (LEE; LICURSL; MCMAHON, 2015). Entretanto, um estudo realizado com criangas e
adultos com DF, mostrou que a deficiéncia de vitamina D correlacionou apenas com a contagem
de reticulocitos (WINTERS; KETHMAN; KANTER, 2014).

Individuos com DF apresentam um estado pro-inflamatdrio relacionado a obstrugao
microvascular e uma disfun¢do endotelial induzida por hemolise intravascular e vasculopatia,
além da susceptibilidade aumentada a infec¢do. Esses mecanismos patologicos desempenham
papéis na dor aguda e na sindrome toréacica aguda, particularmente em criangas. Considerando
que a vitamina D apresenta a¢gdes imunorreguladora e antimicrobianas, niveis normais desta
vitamina podem ajudar no controle desses processos (LEE; LICURSI; MCMAHON, 2015).
Entretanto, para esclarecer se a deficiéncia de 250HD seria causa ou consequéncia de sintomas
vaso-oclusivos, sdo necessarios estudos adicionais.

A etnia exerce influéncia na concentragdo de vitamina D. Um maior nimero de

individuos do sul da Asia apresentou deficiéncia mais grave de vitamina D quando comparados
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aos africanos do Caribe (PATEL et al., 2013), bem como entre as criangas nigerianas quando
comparada as brasileiras (ADEGOKE et al., 2017a).

Outro modulador a ser investigado para o estado de vitamina D ¢ genotipo da DF.
Apesar de serem observadas diferencas entre os grupos com genotipos diferentes de DF
(BOETTGER et al., 2017), alguns estudos ndo confirmaram este resultado (ARLET et al.,
2013; LEE; LICURSL; MCMAHON, 2015; MARTYRES et al., 2016; OSUNKWO et al.,
2011).

A deficiéncia de vitamina A € outro problema comum em individuos com DF (SCHALL
et al., 2004) e esta relacionada a maior gravidade (DOUGHERTY et al., 2012; SCHALL et al.,
2004). Entretanto, a suplementagdo de individuos com AF de 9 a 19 anos de idade com 3000
ou 6000 Ul/dia de palmitato de retinil durante oito semanas ndo foram suficientes para elevar
os niveis de vitamina A (BROWNELL et al., 2019).

As células estreladas hepaticas sdo as principais reponsaveis pelo armazenamento de
vitamina A, e em caso de lesdo hepatica ha ativacao destas células com perda rapida do estoque
de vitamina A (BLANER et al., 2009). Os individuos com DF estdo expostos a injuria hepatica
cronica que se manifesta através de anormalidades leves nos testes da fung¢do hepatica em
pacientes assintomaticos como também por crises clinicas graves com hiperbilirrubinemia e
insuficiéncia hepatica. A isquemia, hepatite viral relacionada a transfusdo, sobrecarga de ferro
e calculos biliares sdo algumas das causas envolvidas (BANERJEE; OWEN; CHOPRA, 2001).

Adicionalmente, o aumento de bilirrubina nos individuos com AF, com
comprometimento da liberagdo de bile pela vesicula biliar, pode ter reflexo na absorcdo de
lipidios e de vitaminas lipossoluveis (BOETTGER et al., 2017), podendo ser um dos fatores

envolvidos com a deficiéncia de vitaminas A e D neste grupo.

2.9 APLICABILIDADE DO ANGULO DE FASE

O AngF ¢ uma medida utilizada para estimar a integridade de membrana celular
(ASKLOF et al., 2018). A medida do AngF vem sendo considerada 1til para avaliar o estado
nutricional (ZHANG et al., 2014) e o prognoéstico de pacientes em diversas condigdes clinicas
(BANSAL et al., 2018; COLIN-RAMIREZ et al., 2012; SHIN et al., 2017). Essa medida tem
potencial na avaliacdo do progndstico e/ou associacdo com a mortalidade na doenga renal
(BANSAL et al., 2018; RIMSEVICIUS et al., 2016; SHIN et al., 2017), em processos
cirtirgicos (ASKLOF et al., 2018), sepse (BERBIGIER et al., 2013), cancer (UCCELLA et al.,
2018), doenga cardiaca infantil (MARINO et al., 2017), transplante de células-tronco (FARIAS
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et al., 2013), e na doenga intestinal inflamatéria (WIECH et al., 2018). Nos individuos com
doenga renal cronica em hemodidlise e estadgio terminal, o AngF associou-se aos marcadores
nutricionais, com um valor preditivo para infec¢des e todas as causas de morte, superior ao
demonstrado pela albumina sérica (SHIN et al., 2017).

Valores de referéncia foram sugeridos para o AngF (BOSY-WESTPHAL et al., 2006;
KUCHNIA et al., 2017), entretanto para criangas e adolescentes saudaveis nao existe um valor
unico de referéncia, mas diferentes pontos de corte propostos de acordo com a idade, o género
e o indice de massa corporal (IMC) (BOSY-WESTPHAL et al., 2006). Tais valores sao pouco
aplicados na area clinica, sendo recomendado neste caso a validagao de valores de referéncia
baseada em parametros de relevancia fisiolégica (KUCHNIA et al., 2017). De forma geral,
analises do AngF na érea clinica tém sido realizadas a partir do valor da mediana ou do quartil
inferior da populagdo do estudo, por comparacdes com grupo controle saudavel (Wigch 2018),
ou ainda de valor determinado a partir da associacdo com a gravidade da doenca (SILVA et al.,
2015; STAPEL et al., 2018; ZAMBERLAN et al., 2019).

Embora venha sendo bastante investigado na area clinica, estudos que avaliaram o AngF
em individuos com DF sdo escassos, sendo encontrados somente os trabalhos de VanderJagt e
colaboradores, os quais observaram valores significativamente menores no grupo com DF em
comparagao ao grupo controle (VANDERJAGT et al., 2008; VANDERJAGT et al., 2003;
VANDERJAGT et al., 2002c). Entretanto, ndo foi investigada a relagdio do AngF com a

gravidade da doenca falciforme.

2.10 DISLIPIDEMIA NA DOENCA FALCIFORME E MARCADORES GENETICOS

Em diferentes populagdes com DF sdo verificadas reducdes dos niveis séricos de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e de lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
(TEIXEIRA et al., 2017), aumento de trigliceridios (TG) (ADEGOKE, OLADOTUN e
AKINTUDE, 2016; TEIXEIRA et al., 2017) caracterizando o terceiro subfendtipo denominado
dislipidémico.

A relacdo do perfil lipidico com a gravidade da AF foi observada em pacientes estaveis,
sem transfusdo e sem uso de Hidroxiureia, no qual o maior nivel de HDL-C associou-se aos
maiores valores de hemacias, Hb, HbF, hematdcrito e LDL-C, e menores de NO (ALELUIA et
al. 2017). Na AF e HbSC, além de niveis superiores de Hb nos individuos com maior HDL-C,
observaram-se menor contagem de leucoécitos, reticulocitos e de BI. O aumento do TG na AF

foi observado tanto no estado estavel (MOKONDJIMOBE et al, 2012; VALENTE-
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FROSSARD et al., 2020), quanto nas crises vaso-oclusivas (AKINLADE et al., 2014), havendo
uma relagdo negativa com Hb e positiva com LDH, leucdcitos e bilirrubinas (VALENTE-
FROSSARD et al., 2020). Embora os estudos mostrem forte ligagdo entre a gravidade da
anemia ¢ a dislipidemia, outros fatores que poderiam contribuir com esse subfendtipo foram
pouco explorados.

Os fatores genéticos influenciam a variagdo dos niveis lipidicos (GUO et al., 2015;
NAKAMURA et al., 2013), e alguns estudos tém investigado polimorfismos genéticos e seu
impacto no perfil lipidico em diferentes grupos (BLAUW et al., 2018; CUI et al., 2017; GUO
et al., 2015; NAKAMURA et al., 2013; WALIA et al., 2014), inclusive em criangas e
adolescentes (AGIRBASLI et al., 2013). Alguns estudos relatam que a dislipidemia ¢ mais
prevalente nos individuos com DF, mas sdo poucos que analisaram os polimorfismos em genes
associados com a variacdo lipidica ou de lipoproteinas nesta doenca (RAHIMI; VAISI-
RAYGANI; POURMOTABBED, 2011; ZHANG et al., 2015; VALENTE-FROSSARD et al.,
2020). Enquanto os genotipos de APOE €2¢€3 + €3€3 relacionaram com redugdo de LDL-C e
colesterol total (CT) (RAHIMI; VAISI-RAYGANI; POURMOTABBED, 2011), o alelo C do
SNP 1s59014890 no gene APOAS5 apresentou associacdo com a expressao diminuida da
lipoproteina B (apoB) em pacientes com DF (ZHANG et al., 2015). Nos individuos com DF, a
variante G do gene ZNF259 rs964184 (C>G) foi significativamente associada ao aumento dos
niveis de TG e a razao aterogénica TG/HDL-C (VALENTE-FROSSARD et al., 2020).

Estudos GWAS identificaram vérios locos robustamente associados (p<5 x 107%) a pelo
menos uma das quatro fragdes lipidicas (HDL-C, LDL-C, CT e TG), e alguns demonstraram
uma forte associagdo com o HDL-C, incluindo polimorfismos no gene CETP (Figura 9)
(WILLER et al., 2013).

O gene CETP, localizado no cromossomo 16q13 (MIM 118470), codifica a proteina de
transferéncia de éster de colesterol (CETP) (BLAUW et al., 2018), que ¢ sintetizada no figado,
tecido adiposo, mamas, tireoide e, principalmente, no bago (SUHY et al., 2015). Apos sua
producao, ocorre secrecdo na corrente sanguinea (HEWING; FISHER, 2012), onde esta
proteina CETP ira propiciar a troca de éster de colesterol e TG entre as lipoproteinas circulantes
que contém apoB tais como LDL-C, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C) e HDL-
C (ECKARDSTEIN, 2010; NIESOR et al., 2010), contribuindo para um perfil de lipoproteinas
aterogénicas com o aumento da relag@o colesterol LDL-C/HDL-C (BLAUW et al., 2018). Por
outro lado, a inibi¢do de sua atividade aumenta os teores de HDL-C (HEWING; FISHER,
2012).
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Figura 9 - Sobreposi¢do entre locos associados a diferentes tragos lipidicos

1 locus: ACADII

Colesterol HDL (46):

SETD2, RBM5, STAB1, GSK3B,
Cdorf52, FAM13A, ADH5, DAGLS,
SNX13, IKZF1, TMEM176A, OR4C46,
KATS, MOGAT2-DGAT2, ZBTBA2-AKT1,
HASI, PABPC4, ZNF648, COBLLI,
SLC39A8, ARELS, CITED2, KLFK2,
TRPS1, AMPD3, LRP4, PDE3A, MVK,
SBNO1, ZNF664, SCARBI, LACTS,
LCAT, CMIF, STARD3, ABCAS, PGS1,
MCAR, ANGPTLA,

Fonte: adaptado de Global Lipids Genetics Consortium, 2013.

Nota: Diagrama de Venn ilustrando o nimero de locos que mostram associagdo com multiplos tragos
lipidicos. O nimero de locos principalmente associados a apenas um trago ¢ listado entre parénteses
apos o nome do traco ¢ o nome do loco ¢ listado abaixo em italico. Locos que mostram associa¢do com
duas ou mais caracteristicas sdo mostrados na se¢do apropriada.

Viarios SNPs no gene CETP associados aos niveis de HDL-C foram relatados. Alguns
polimorfismos no gene CETP alteram os niveis e a atividade da CETP, com repercussdes nos
niveis de HDL-C como também de apolipoproteina Al (apoAl), com menores ou
insignificantes associacdes com TG, LDL-C e apoB (THOMPSON et al., 2008). Os alelos de
menor frequéncia dos SNPs 15247616 e rs3764261, localizados na regido promotora foram
fortemente associados com a expressao reduzida do CETP e o aumento de HDL-C (BLAUW
et al., 2018; PAPP et al., 2012). Os SNPs rs183130 (-4,502C> T) e TaqIB (rs708272) foram
considerados determinantes fortes dos niveis de HDL-C. O mecanismo do SNP rs183130 esta

relacionado a alteracdo de dois sitios de ligagdo ao fator de transcri¢do (CORELLA et al.,2010).
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Deste modo, como na DF a hipocolesterolemia geralmente estd ligada a reducao dos
niveis de HDL-C, sugere-se a hipdtese de que as variantes do gene CETP poderiam explicar

parte da variacao nesta fragao lipidica.
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3 OBJETIVOS

A seguir sdo apresentados os objetivos geral e especificos do presente trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores clinicos, nutricionais, laboratoriais ¢ moleculares em individuos com
DF (AF e HbSC), o potencial do AngF como preditor de gravidade da AF, a influéncia das
variantes e haplotipos do gene CETP bem como associacdes entre as variaveis e as diferencas

entre os dois gendtipos da DF.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o perfil socioecondmico, antropométrico, os parametros clinicos de frequéncia de
hospitalizagao e de dor nos participantes com DF e resultados do doppler transcraniano nos
participantes com AF.

e Investigar os parametros laboratoriais, marcadores de gravidade e do estado nutricional,
incluindo niveis de vitamina A e D e perfil lipidico nos individuos com DF.

e Avaliar os niveis de paratormdnio (PTH) e sua correlagdo com vitamina D e TG nos
individuos com DF.

e [dentificar diferencas dos parametros investigados entre os pacientes com AF e HbSC.

e Investigar associa¢do do perfil antropométrico e de vitaminas com os marcadores lipidicos.

e Verificar associacdo entre perfil nutricional com marcadores de gravidade clinicos e
laboratoriais.

e Analisar a influéncia do perfil socioecondmico, do sexo, do uso de Hidroxiureia e da co-
heranga de a-tal nos pardmetros nutricionais, laboratoriais e clinicos

¢ Estimar e comparar os valores médios de AngF das criangas dos grupos AF e controle (SDF).

e Verificar a associacdo do AngF com marcadores de gravidade no grupo com AF.

¢ Genotipar polimorfismos no gene CETP na populacdo com DF e identificar associacdo das

variantes e haplotipos com fragdes lipidicas e marcadores de gravidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de uma pesquisa clinica do tipo transversal e observacional com coleta e
analise de dados demograficos, socioecondmicos, clinicos, antropométricos, da bioimpedancia
elétrica, laboratoriais, genéticos, com inclusdo de dados retrospectivos clinicos (frequéncia de

hospitalizagdes e de dor, uso de medicamentos e resultados do doppler transcraniano).

4.1 POPULACAO ESTUDADA

Todos os individuos com AF e HbSC, nascidos entre 01 de janeiro de 2001 e 31 de
dezembro de 2010, cadastrados no Hemocentro Regional de Governador Valadares da
Fundacao Hemominas, foram convidados a participar do estudo. O Hemocentro de Governador
Valadares atende aos municipios localizados nas regides dos Vales do Ac¢o, Rio Doce, Mucuri,
Jequitinhonha e parte da Zona da Mata.

A escolha do intervalo da data de nascimento permitiu incluir criangas em fase escolar
e adolescentes, grupos de interesse para a pesquisa visto serem mais favoraveis para identificar
déficits antropométricos e coletar amostras de sangue para as analises.

Para acesso aos pacientes, o0 Hemocentro forneceu uma relagao dos cadastrados com AF
e HbSC e nos dias da consulta médica de rotina foram feitos a abordagem e o convite. Os
procedimentos iniciaram em setembro de 2015 e finalizaram em julho de 2019.

Para estudo do AngF foi incluido um grupo controle de criangas SDF declarada, com
mesma faixa etaria da populagdo de participantes com AF, sendo o convite realizado em duas
institui¢des publicas de ensino do mesmo municipio. Na Tabela 1, encontram-se as avaliagdes

realizadas nos individuos com DF e SDF.

4.2 CRITERIO DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo foram a falta de anuéncia do responsavel com a nao assinatura
do TCLE, a recusa da crianga/adolescente em participar do estudo, presenga deficiéncia fisica
com comprometimento da avaliacdo antropométrica proposta, deficit mental grave, gestagao,
uso de suplementos de vitaminas A e D e de medicamentos hipolipemiantes.

Para o grupo SDF os critérios de exclusdo foram algum tipo da DF declarada,

obesidade identificada pela avaliagdao nutricional e os mesmos definidos para o grupo com

DF, exceto uso de suplementos e medicamentos hipolipemiantes.
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Tabela 1 - Variaveis investigadas no estudo com individuos com doengca falciforme e sem a

doenga
Avaliagao Variaveis analisadas
Grupos anemia falciforme e doenga SC
Demogréficos e Idade, sexo, etnia/cor da pele e classe socioeconomica.

socioecondmicos
Antropométrica EZ-IMCI e EZ-AI, CB, > DC tricipital e subescapular, AMB e *GC.

Clinica Frequéncia de hospitalizacdo e de dor, uso de medicagdes/suplementos,
VACM, VdACI (os dois ultimos somente no grupo AF).

Laboratorial Dados hematologicos coletados no prontudrio médico: Hb, HCM, VCM,
reticuldcitos, LT, plaquetas ¢ HbF.

Dados bioquimicos: apoAl, apoB, CT, LDL-C, HDL-C, nao-HDL-C, TG,
BT e fra¢des, LDH, PTH, vitaminas A ¢ D.
Razoes aterogénicas calculados: TG/HDL-C e AIP.

Genética Genotipagem de SNPs no gene CETP (rs3764261; 1s247616; rs183130) e
genotipagem de a-tal (alelos a-tal -3,7Kb e -4.2Kb).

Grupo sem e com doenca falciforme para estudo do AngF
Demograficos e Idade, sexo
socioecondmicos

Antropométrica EZ-IMClI e EZ-Al

Bioimpedancia AngF, GC, resisténcia, reatancia, massa celular corporal e massa
elétrica extracelular.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: EZ-IMCI, escore z do indice de massa corporal por idade; EZ-Al escore z do indice altura por
idade, CB, circunferéncia braquial; ' DC, soma das dobras cutineas triciptal e subescapular; AMB, area
muscular do brago; GC, percentual de gordura corporal; AngF, angulo de fase; VACM, velocidade
média maxima nas artérias cerebrais médias; VAdACI, velocidade média maxima nas artérias carotidas
internas; Hb, hemoglobina; HCM, hemoglobina corpuscular média; VCM, volume corpuscular médio;
LT, leucdcitos totais; apoAl, apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-
C, lipoproteina de baixa densidade; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas
nao-lipoproteina de alta densidade; TG, trigliceridios; BT, bilirrubina total; LDH, lactato desidrogenase;
PTH, paratormomio; TG/HDL-C, razdo de triglicerideos para lipoproteina de alta densidade; AIP, indice
aterogénico de plasma. *GC foi calculado somente para criangas a partir de oito anos.

4.3 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Juiz de Fora (CAAE 36767114.1.0000.5147; Parecer n° 2.146.315) (Anexo 1) e no Comité de
Etica em Pesquisa da Fundacio Hemominas (CAAE 82449917.7.3001.5118; Parecer n°
3556.803) (Anexo 2).
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Foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1 e 2)
para os responsaveis pelo menor ¢ do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)

(Apéndice 3 e 4), para os adolescentes a partir de 12 anos de idade.
4.4 AVALIACAO SOCIOECONOMICA

Para caracterizar o perfil socioecondmico da populagdo com DF foi aplicado o
formulario da Classificagdo Econdmica Brasil proposto pela Associacao Brasileira de Empresas
de Pesquisa (2016), que classifica os individuos segundo o seu poder de compra, condi¢des de
moradia e escolaridade do chefe da familia, determinando por escores as classes

socioeconomicas A, B1, B2, C1, C2 e D-E (Anexo 3).
4.5 AVALIACAO CLINICA

Os responsaveis pelos participantes do estudo foram questionados sobre a ocorréncia de
hospitaliza¢des no periodo que antecederam os seis meses da avaliagdo e os eventos de dor no
periodo anterior aos trés meses da avaliacdo através de questiondrio semi-estruturado (Apéndice
5). A ocorréncia de eventos de dor foi investigada em periodo menor devido limitacao de
memoria apresentada pelos responsaveis.

Consultaram-se os prontudrios médicos para a obtencao de informag¢des complementares
sobre uso de medicamentos, tempo de uso de Hidroxiureia e os resultados do doppler
transcraniano das criancas com AF referentes a velocidade média maxima nas artérias cerebrais

médias (VACM) e velocidade média maxima nas artérias carotidas internas (VAACI).
4.6 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Foram aferidos o peso, a altura, a circunferéncia braquial (CB) e as dobras cutaneas
tricipital e subescapular e estimado o percentual da gordura corporal (GC). Aferiu-se o peso em
balanca digital eletronica (Lider®), com capacidade maxima de 150 kg e sensibilidade de 50 g,
e a estatura através estadiometro vertical portatil (Alturexata®), com extensao de dois metros e
treze centimetros, dividido em centimetros e subdividido em milimetros, seguindo as técnicas

propostas por Jelliffe (1968).

Calculou-se o IMC pela formula [IMC= peso (kg)/ alltural2 (cm)]. Os indices IMC por
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idade (IMCI) e a altura por idade (AI) de cada crianca foram classificados em escore-z pelas
Curvas de Crescimento da Organizagdo Mundial da Saude (ONIS et al., 2007) utilizando o
software WHO Anthro Plus (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009): IMCI com
escore-z () <-2,-2<7<-1,-1<Z<1,1<Z<2eZ?>2, foi classificado como baixo peso,
risco para baixo peso, peso adequado, sobrepeso e obesidade, respectivamente; A/l
apresentando Z <-2, -2 <Z < -1 e Z >-1 foi classificado com baixa estatura, risco para baixa
estatura e estatura adequada, respectivamente.

A CB foi avaliada no ponto médio entre o acromio da escapula e o olécrano da
ulna utilizando trena antropométrica nao eldstica, com leitura a 0,1 cm mais proxima. As
dobras cutaneas tricipital e subescapular foram verificadas pelo adipometro cientifico
(Sanny®), com a leitura realizada a 0,1 mm mais proxima, sendo que cada medi¢do realizada
trés vezes ndo consecutivas. Os resultados foram obtidos pela média de dois valores mais
préximos e o somatorio das dobras cutaneas () DC) foi utilizado nas analises. A CB e as dobras
cutaneas foram avaliadas no lado direito do corpo usando procedimentos recomendados por
Lohman et al. (1989).

Utilizaram-se os valores da dobra cutinea triciptal e CB para estimar a circunferéncia
muscular do bragco (CMB) e a partir desta medida obteve-se a area muscular do braco (AMB),

através das formulas abaixo (FRISANCHO, 1981):

CMB (cm) =CB (cm) - [t x DCT (cm)]
AMB (cm?) = CMB?/4r onde,
CMB = circunferéncia muscular do brago
CB = circunferéncia do braco
DCT = dobra cuténea triciptal

AMB = area muscular do brago

A GC foi estimada segundo equagdes propostas por Slaughter et al. (1988) para criangas

e adolescentes de 8 a 18 anos anos de idade conforme apresentadas abaixo:

Homens de raca branca
Pré-puberes: 1,21 (triciptal + subescapular) — 0,008 (triciptal + subescapular)® — 1,7
Puberes: 1,21 (triciptal + subescapular) — 0,008 (triciptal + subescapular)® — 3,4
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Homens de raca negra
Pré-puberes: 1,21 (triciptal + subescapular) — 0,008 (triciptal + subescapular)? — 3,2
Puberes: 1,21 (triciptal + subescapular) — 0,008 (triciptal + subescapular)? — 5,2

Todas as mulheres

1,33 (triciptal + subescapular) — 0,013 (triciptal + subescapular)® — 2,5

4.7 ANALISE POR IMPEDANCIA BIOELETRICA (BIA)

Utilizou-se o equipamento de bioimpedancia elétrica tetrapolar, modelo 450
(Biodynamics ®), cujo sistema tetrapolar aplica uma corrente de 800 microamperes (LA) na
frequéncia unica de 50 kilohertz (kHz).

Apods a higienizagdo da pele com etanol 70%, aderiram-se os elétrodos emissores
distalmente na superficie dorsal da mao e do pé direitos, no plano da cabeca do terceiro
metacarpo e do terceiro metatarso, respectivamente. Outros dois elétrodos receptores
proximais foram aderidos na mdo e no pé, o primeiro acima da articulagdo do punho,
e o segundo acima da articulacdo do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral. A avalia¢do
foi realizada com o individuo na posi¢ao de decubito dorsal com os bragos afastados do tronco
e sem contato entre as pernas. Realizou-se o teste pela manha com o individuo em jejum e
apos o esvaziamento da bexiga.

Os dados da BIA foram utilizados somente para comparagdo dos grupos AF e SDF no
estudo envolvendo o AngF. Foram estimados o percentual de gordura corporal (GC) e
determinados valores de resisténcia, reatancia, massa celular corporal, massa extracelular e o

AngF. O AngF foi fornecido pelo equipamento a partir da formula:

AngF = arco tangente (X/R) x 180°/r (BAUMGARTNER; CHUMLEA; ROCHE,
1988) onde:
X =reatincia

R = resisténcia

4.8 AVALIACAO DO PERFIL HEMATOLOGICO

Os dados dos exames hematologicos foram coletados do prontuario médico

considerando a data da avaliagdo nutricional. Analisaram-se os exames hematologicos e
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indices hematimétricos de reticuldcitos, Hb, HbF, HCM, volume corpuscular médio (VCM),
LT e plaquetas.

No laboratério do Hemocentro, os reticulocitos foram determinados com a técnica por
coloracdo com azul de cresil brilhante a 1% e uso do microscopio optico (Olympus®); a
determinacdo da HbF foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Biorad®); Hb, HbF,
VCM, HCM, LT e plaquetas foram determinados por tecnologia de impedancia e fotometria

pelo equipamento ABX Micros 60 (Horiba®).

4.9 ANALISES BIOQUIMICAS

A coleta de sangue para os exames bioquimicos foi realizada em pacientes que atendiam
aos seguintes critérios: jejum de 8 a 12 horas, sem transfusdo sanguinea nos ultimos 90 dias e
clinicamente estaveis. Considerando estes critérios, além da disponibilidade do paciente no
hemocentro ¢ a limitagdo orgamentaria, as analises bioquimica e nutricional de alguns pacientes
nao puderam ser realizadas na mesma data.

Amostras de 4,5 mL de sangue venoso foram acondicionadas em tubos com gel
separador, com ativador de coagulagdo para separacdo do soro por centrifugacao.
Encaminharam-se as amostras ao laboratorio de analises clinicas conveniado e acreditado, com
base nos requisitos estabelecidos na norma ABNT NBR NM ISO 15189.

Foram determinados os niveis séricos de BT e fracdes bilirrubina direta (BD) e indireta
(BI), LDH, perfil lipidico, PTH, vitaminas A e D e perfil lipidico.

BT e BD foram determinados pelo método de Sims/ Horn e BI calculada (Bl = BT —
BD). A LDH foi dosada por método enzimatico colorimétrico e PTH por ensaio de
eletroquimioluminescéncia. Para todas essas analises utilizou-se o analisador bioquimico Cobas
Mira Plus®. A vitamina D foi dosada através da 25-hidroxivitamina D (250HD), sendo
avaliada por HPLC, assim como a vitamina A. O perfil lipidico foi avaliado considerando os
niveis de apoAl, apoB, CT, LDL-C, HDL-C, lipoproteina nao-HDL (ndo-HDL-C) e TG. Foram
calculados a razdo TG/HDL-C e o indice aterogénico do plasma [AIP = log (TG/HDL-C) com
TG e HDL-C expressos em concentragdes molares]. Para a determinacdo do AIP utilizou-se o
aplicativo disponivel em http://www.biomed.cas.cz/fgu/aip/calculator.php. A Tabela 2
apresenta as metodologias adotadas, os valores de referéncia, os kits/equipamentos referentes

ao perfil lipidico e vitaminas analisadas.


http://www.biomed.cas.cz/fgu/aip/calculator.php
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Tabela 2 - Informagdes sobre exames laboratoriais investigados na pesquisa

Exame Metodologia Valor de Referéncia
. . Deficiente: < 0,20 mg/L
Vitamina A HPLC, kit da Chromsystems Subbtimo: <0,30 mg/L*
Deficiéncia: < 20ng/ml:
Insuficiéncia: 21 a 29 ng/ml°
Aceitavel: >120 mg/dL
ApoAl Imunoturbidimetria® Limitrofe: 115-120 mg/dL
Baixo: <115 mg/dL¢
Aceitavel: <90 mg/dL

250HD Quimioluminescéncia, Architect HPLC

ApoB Imunoturbidimetria® Limitrofe: 90-109 mg/dL
Alto: > 110 mg/dL¢
Dosado pelo método enzimatico Aceitavel: < 170 mg/dL
CT colesterol oxidase/peroxidase Limitrofe: 170-199 mg/dL
em espectrofotdmetro® Alto: > 200 mg/dL¢
Calculado: A_ceitével: <110 mg/dL
LDL-C ' Limitrofe: 110-129 mg/dL

LDL=CT - HDL — TG/5 Alto: > 130 mg/dL?

Aceitavel: < 120 mg/dL
Limitrofe: 120-144 mg/dL
Alto: > 145 mg/dL¢
Aceitavel: > 45 mg/dL
Limitrofe: 40-45 mg/dL
Baixo: < 40 mg/dL4

0-9 anos:

Aceitavel: <75 mg/dL
Limitrofe: 75-99 mg/dL
Alto: > 100 mg/dL

10-19 anos:

Aceitavel: <90 mg/dL
Limitrofe: 90-129 mg/dL
Alto: > 130 mg/dL¢
TG/HDL-C Alto: > 2,0°

Baixo risco: < 0,11

Risco intermediario: 0,11-0,21
Risco alto: > 0,21°

Calculado pela equacdo:

Nao-HDL-C (5 HDL = CT - HDL

Dosado pelo método reativo

HDL-C precipitante’

TG Dosado por método enzimatico®

Calculado pela equagdo:
[log (TG/HDL-C)]

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

AIP

Nota: HPLC, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; 250HD, 25-Hidroxivitamina D; ApoAl,
apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL, lipoproteina de baixa
densidade; Nao-HDL, ndo lipoproteina de alta densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; TG,
trigliceridios; TG/HDL-C: razdo trigliceridios e lipoproteina de alta densidade; AIP, indice
aterogénico do plasma. ? Ballew et al. (2001); ® Holick et al. (2011); ¢ Uso do analisador bioquimico
Cobas Mira Plus; ‘National Heart Lung and Blood Institute (2012); °Barbalho et al. (2017); ‘Sapunar
et al. (2018).

4.10 ANALISES MOLECULARES

Para as analises moleculares 3mL de sangue venoso foram coletados em tubo contendo

1,0 mg/mL do anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA). No laboratério de
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Biologia Celular e Genetica Molecular da UFJF, campus Governador Valadares realizou-se a
centrifugacdo dos tubos a 3000 rotagdes por minuto (rpm) por cinco minutos para separagao da
camada de leucocitos, retirada com o auxilio de micropipeta e microponteira com filtro, livres
de DNAse e RNAse. Os leucocitos foram armazenados em microtubos de 1,5 mL, livres de
DNAse e RNAse, identificados com um codigo definido pelas iniciais de cada participante,
seguidas do niumero de prontudrio e armazenados a -20°C. A extracdo do DNA gendmico
(gDNA) foi realizada com aliquota de 250 pL da camada de leucocitos utilizando o kit
comercial (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN®), de acordo com instru¢des do
fabricante.

Quantificou-se gDNA extraido e avaliou seu grau de pureza no espectrofotometro Nano
Vue plus (GE®). Incubou-se a amostra a 56°C durante cinco minutos em banho seco e
homogeneizou-se posteriormente para proporcionar a solubilidade do gDNA. Dois pL da
amostra de DNA foram depositados no espectrofotdometro previamente calibrado com tampao
AE (Tris-Acetato-EDTA). Determinou-se o grau de pureza a partir das razdes dos valores de
absorbancia nos comprimentos de onda A260/A280 ¢ A260/A230. A razao A260/A280
representa a contaminagao por proteinas, e o valor adequado estd entre 1,7 e 1,9. A razdo de
A260/A230 adequada esta entre 1,5 e 2,5 (SAMBROOK et al., 1989). Valores fora desses
intervalos indicam contaminagdo por compostos organicos e, neste caso, o gDNA era
descartado. Armazenou-se o gDNA a - 20°C devidamente identificado no biorrepositorio da

pesquisa. No momento de uso, o gDNA era diluido para a concentracdo requerida nas reagoes.

4.10.1 Genotipagem de a-talassemia

Realizou-se a genotipagem de a-tal para deteccdo de duas mutagdes delecionais dos
genes HBAI e HBA2: a variante delecional de 3.700 pares de bases (pb) (-a*>*’Kb), considerando
sua frequéncia em Minas Gerais (BELISARIO et al., 2015), como também a de 4.200 pb (-
o*?Kb). Os ensaios de genotipagem foram realizados por gap-PCR miltipla com reagentes do
Kit comercial de PCR Multiplex Qiagen® e oligonucleotideos sintéticos especificos para cada
uma das delegoes analisadas (TAN et al., 2001).

O controle positivo da amplificagdo do gDNA foi um segmento de 2.350 pb, referente
aregido 3’ nao transcrita do gene LIS do fator plaquetario. A especificidade da técnica de PCR
multipla para o diagnostico das delegcdes causadoras de a-tal foi confirmada utilizando-se
controles positivos para as duas delegdes testadas, cedidos pelo Dr. Samuel S. Chong da

Universidade de Cingapura.
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Nos ensaios de gap PCR multipla utilizaram-se 12,5 pL. de Master Mix Qiagen® na
concentragdo 2X, 2,5 uL de Q solution, mistura de oligonucleotideos, nas concentragdes

descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados dos oligonucleotideos utilizados na rea¢do de genotipagens da a-talassemia

Nome Oligonucleotideo 5°-3’ Concentragdo ~ Tamanho esperado

(LM) do fragmento (pb)

LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0,5 2350
LISI-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0,5

a2/a-3,7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0,2 2022/2029
a-3,7/ R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0,2

a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0,2 1800
a-4.2-F GTTTACCCATGTGGTGCCTCC 0,5 1628

a-4.2 R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0,5

Fonte: Chong et al. (2000).

Em cada microtubo teste adicionaram-se 4 uL. de gDNA com concentragdo minima de
50 ng/uL. O volume final da reagdo foi de 25 pL. Os microtubos foram acondicionados no
bloco térmico do termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems®), programado para os
ciclos de temperatura: inicial de 96°C por 15 minutos; seguido de 30 ciclos de 30 segundos a
98°C para desnaturacio do gDNA, 62°C por 90 segundos para anelamento dos
oligonucleotideos e 72°C durante 135 segundos para extensdo do DNA e extensao final a 72 °C
por 5 minutos. Para a resolucao dos fragmentos amplificados e defini¢cdo do gendtipo, 10 pL do
material amplificado contendo 1 pL do corante fluorescente Gel Red® e 2ulL de tampao de
amostra 6x com corantes marcadores de corrida eletroforética (azul de bromofenol e xileno-
cianol) foram aplicados na canaleta do gel de agarose 1%. Em seguida, o gel foi acondicionado
em uma cuba contendo tampdo TE 1X e a corrida de eletroforese desenvolvida a 90 volts
durante duas horas. Apds o final da corrida, a visualizagdo das bandas de fragmentos
amplificados ocorreu sob luz ultravioleta e a imagem do gel captada no sistema de
fotodocumentacao Gel DocTM XR+ (Bio Rad®). A determinacao do genotipo foi realizada de
acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados em compara¢do com o padrdao de massa

molecular 1Kb, faixa de massa molecular de 250 pares de base (bp) a 10000pb (Kasvi®).
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4.10.2 Genotipagens dos polimorfismos de tinico nucleotideo (SNPs) do gene CETP

Foram escolhidos trés polimorfismos no gene CETP, sendo eles o rs247616, rs183130
e 13764261 que estdo em alto desequilibrio de ligagdo em todas as populagdes (Tabela 4)
segundo andlise da ferramenta interativa DLINK versdo 3.6 disponivel em

http://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/ (MACHIELA; CHANOCK, 2015).

Tabela 4 - Desequilibrio de ligacao dos SNPs investigados no gene CETP

SNPs rs247616 rs183130 rs3764261
D’; r?

rs247616 -1,0; 1,0 1,0; 1,0 1,0; 0,689

rs183130 1,0; 1,0 -1,0; 1,0 -1,0; 0,689

rs3764261 1,0; 0,689 1,0; 0,689 -1,0; 1,0

Fonte: https://Idlink.nci.nih.gov/?tab=ldmatrix. <Acesso em: junho de 2018>.

Nota: D’: desequilibrio de ligagdo; r*: coeficiente de correlagdo.

Os efeitos dos polimorfismos no metabolismo lipidico (BLAUW et al., 2018; PAPP et
al., 2012; SUHY et al., 2015), o alto valor de desequilibrio de ligacdo (D’) entre eles e a
frequéncia do alelo de menor frequéncia na populacao geral (MAF) foram os critérios definidos

para a escolha dos SNPs analisados. Informagdes sobre os SNPs estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Informagdes sobre os ensaios TagMan dos polimorfismos do gene CETP

Polimorfismo SNP- rs Alelo do SNP e Codigo Thermo MAF
Localizagdo fluoroforo Fisher
C/T rs247616 VICC/FAMT C__ 2381416_10 0,2676
16:56955678
C/T rs183130 VICC/FAMT C_ 238142010 0,2684
16:56957451
C/A rs3764261 VIC A/FAM C C_ 27513218 10 0,2895

16:56959412
Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.

Nota: MAF: frequéncia global do alelo de menor frequéncia para populagéo global.

Os ensaios de genotipagem foram realizados por discriminagao alélica pela metodologia
de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR, quantitative Polymerase Chain
Reaction), baseada em fluorescéncia usando sondas TagMan MGB e um par de iniciadores de
PCR (ThermoFisher®). Estes ensaios foram desenvolvidos na plataforma do sistema da 7500

Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems®). As sondas que distinguem os dois alelos do SNP,


http://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/
https://ldlink.nci.nih.gov/?tab=ldmatrix
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__27513218_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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marcadas com fluor6foros VIC/MGB-NFQ (alelo um) ou FAM/MGB-NFQ (alelo dois), na
concentragdo de 40X foram diluidas duas vezes em tampao TE (20 uL de Tris 100 mM e dois
pL de EDTA 100 mM).

Em um microtubo foram adicionados, segundo as especificagdes do fabricante, solugao
Master Mix TagMan® GTXpress™ Master Mix (2X), sonda (20x), agua ultrapura livre de
DNAse ¢ RNAse. Seis ul. desta mistura foram aliquotados em microplaca e adicionados, em
cada pogo correspondente ¢ 4ul de solugdo com gDNA a 5ng/ul. No equipamento
Termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems®) foi definido o programa de amplificagao nos
seguintes ciclos de temperatura: Pré qPCR: 60°C por 1 minuto, 95°C por 20 segundos, 40 ciclos
a 95°C por 3 segundos, 60°C por 30 segundos e uma etapa final de 60°C por 1 minuto. Os
resultados da amplificagdo e a determinacdo dos gendtipos foram obtidos com auxilio da
plataforma Thermo Fisher Cloud (disponivel em:

<https://apps.thermofisher.com/apps/dashboard/#/>).

4.11 ANALISE ESTATISTICA
4.11.1. Calculo amostral do grupo controle sem doenca falciforme

O grupo controle SDF, foi definido por amostragem nao probabilistica, por julgamento,
visto que se buscou aproximar algumas caracteristicas entre os grupos como estado
nutricional, idade, sexo e nivel socioecondmico.

O célculo do tamanho amostral do grupo SDF foi realizado considerando o desvio
padrao do AngF entre os individuos saudéveis de 0,7 estimado por Vanderjagt ef al. (2002c¢),
sendo admitido uma diferenca a ser detectada entre os grupos caso e controle de 0,25
(unidade) para AngF e um grau de confianga de 95%. Apods o célculo, verificou-se um
tamanho minimo amostral de 61 individuos. Foi acrescido 10% ao célculo, para compensar
eventuais perdas, resultando em um total de 67 individuos por grupo. Para o célculo do

tamanho amostral utilizou-se a formula abaixo (JEKEL; ELMORE; KATZ, 2004):

Za* -2 g2

_ 2
n= 42

Onde:

n= namero de individuos na amostra
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Za: valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado, sendo adotado o valor de
2

1,96 (corresponde ao grau de confianga de 95%)

o: desvio padrao da medida na populacdo a ser investigada, elevado ao quadrado, obtendo o
valor da variancia, o qual foi multiplicado por 2 por se tratar de dois grupos diferentes (caso
e controle)

d: diferenca a ser detectada entre os grupos caso e controle

4.11.2. Analise dos dados

Os dados foram registrados e analisados pelo software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versao 22.0.

As varidveis categoricas foram analisadas pelo Teste Qui-quadrado de Pearson ou Teste
de Fisher e apresentados em frequéncias absolutas e relativas.

Para verificar se os dados seguiam uma distribuicdo normal utilizou-se o teste Shapiro
Wilk e teste Kolmogorov-Smirnov. O teste T de Student foi utilizado para comparagdo de dois
grupos com dados de distribuicdo normal e Teste U de Mann Whitney para os dados com
distribui¢ao ndo-normal.

Investigaram-se separadamente nos grupos AF e HbSC se os valores dos marcadores do
perfil lipidico estavam alterados de acordo com o perfil antropométrico e o estado das vitaminas
A e D. Para esta analise as classificacoes do EZ-IMCI, vitaminas A e D foram dicotomizadas
sendo considerado grupo “baixo ou limitrofe” para EZ-IMCI menor que -1 escore z e para os
niveis das vitaminas A e D abaixo do valor considerado limitrofe (menor que 30 pg/dL para
vitamina A e de 30 ng/mL para 250HD) versus grupo “adequado”. Essa distribui¢ado foi realizada
por apresentar grupos com numero mais homogéneos de individuos. Posteriormente, andlise
adicional foi realizada no grupo AF, com os niveis de 250HD dicotomizados em "adequado ou
limitrofe" (> 0,20 mg/L) versus "baixo" (< 0,20 mg/L).

Foi aplicado teste de Correlacdes Parcial controlando efeito da Hidroxiureia e de teste
de Correlagao de Spearman, considerando que pelo menos uma variavel envolvida apresentava
distribui¢ao nao normal.

Foi realizada analise de regressao linear multipla para avaliar possiveis influéncias das
variaveis independentes (marcadores do estado nutricional e PTH) com valor de p < 0,10 em
analise de correlacdo com as variaveis dependentes (marcadores de gravidade) em cada grupo

de DF. Para as varidveis dependentes que nao apresentaram distribui¢cao normal, foi utilizada a
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transformagdo logaritmica. Considerando a multicolinearidade, o EZ-IMCI foi utilizado
preferencialmente entre as varidveis antropométricas ¢ HDL-C em relagdo a apoAl. A
verificacao de distribuicdo normal dos residuos foi realizada apos cada teste. As varidveis uso
ou nao uso de Hidroxiureia, o género ¢ a idade foram incluidos em todas as analises. Para a
analise envolvendo o AngF como variavel dependente, as varidveis EZ-IMCI e EZ-AI também
foram incluidas nas analises. Os valores R? e p foram apresentados para os modelos finais como
também as estimativas dos pardmetros () e os valores p para variaveis individuais.

Analises da area sob a curva ROC foram realizadas para verificar a acuracia da variavel
AngF na predi¢@o de alteracdo dos niveis de LDH acima de 610 U/L, considerado valor de
intensa hemolise (TAYLOR et al., 2008), de reticuldcitos acima do percentil 80 (3,74%) e Hb
e HbF abaixo do percentil 20 (7,10 g/dL e 7,30% respectivamente) dos valores da populagdo
deste estudo. Analises adicionais foram realizadas utilizando os valores correspondentes ao
percentil 50.

O Equilibrio de Hard Weinberg foi determinado pelo aplicativo disponivel em

https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/.

O programa Haploview (BARRETT et al., 2005) foi utilizado para identificagdo dos
haploblocos, dos valores D’e R? em nossa populacdo, como também da associa¢do das variante
de cada SNP e dos blocos de haplotipos com os marcadores do perfil lipidico. Para esta analise
consideraram-se os grupos caso (valores alterados) e controle (valores adequados e limitrofes)
dos marcadores do perfil lipidico de acordo com os valores de referéncia proposto pela National
Heart Lung and Blood Institute (2012).

Os efeitos de dominancia do alelo de menor frequéncia de cada SNP foram investigados
na DF agrupando-se os gendtipos de rs3764261 (CC versus CA+AA) e dos rs183130 e
15247616 (CC versus CT+TT) para comparacao de médias ou medianas entre os grupos. Os
genotipos também foram agrupados para analise do efeito de recessividade (rs3764261:
CCH+CA versus AA; 15183130 e rs247616: CC+CT versus TT).

Pela regressao logistica analisou-se a associa¢do dos niveis de HDL-C dicotomizados
em caso (HDL-C <40 mg/dL) e controle (HDL-C > 40 mg/dL) com os polimorfismos do gene
CETP genotipados, considerando o modelo de dominancia. Adicionalmente, analises com os
genotipos de hapldtipos agrupados por presenca ou auséncia do haplotipo TTA foram realizadas
incluindo os marcadores de gravidade e as variaveis Hidroxiureia (uso ou nao uso), sendo
investigadas influéncia das varidveis sexo, idade, EZ-IMCI para verificar necessidade de
ajustamento do modelo. Foi escolhido o método Forwise conditional, com o objetivo de

identificar qual o melhor modelo explicativo para as varidveis dependentes, exceto a variavel


https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/
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categorica Hidroxiureia (uso e ndo uso) que entrou no modelo 2 pelo método enter para ajuste
na andlise de associag¢do do haplétipo e da Hb nos niveis de HDL-C.
O nivel de significancia estatistica para o erro alfa foi p<0,05 e adotou-se o intervalo de

confianca de 95%.

4.12 FINANCIAMENTO

Os materiais de consumo ¢ a contratagdo de servicos de terceiros de pessoa juridica do
laboratério clinico para a realizagdo de alguns exames bioquimicos contou com recursos da
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG- Processo CDS - APQ-
03522-13). Os equipamentos utilizados na pesquisa foram adquiridos com recursos do projeto
destinado ao Edital CT-INFRA/2013 da Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), da FAPEMIG
(EDITAL 14/2013 - Programa de pesquisa para o SUS - PPSUS - Processo CDS - APQ-03522-
13) e recursos da UFJF. As bolsas para os estudantes envolvidos no estudo foram financiadas
pela FAPEMIG ou pela UFJF (através de Editais da Pro-reitora de Pds-graduagdo e Pesquisa
nos anos de 2015, 2016, 2017 e 2018).



5. RESULTADOS

Participaram do estudo 138 individuos, sendo 75 (54,35%) com AF e 63 (45,65%) com

HbSC.

Do total de individuos com AF, 64 (85,33%) participaram das andlises envolvendo o
AngF e foram comparados aos individuos do grupo controle SDF. Duas escolas foram
selecionadas para avaliagdo das criangas SDF utilizando como critério a localizagdo da
institui¢do em regido de moradores de baixa renda. Uma populacdo de 132 individuos SDF
dentro da faixa etaria de interesse estava matriculada, entretanto foram excluidos 68 (51,51%)

ao fazer o ajuste da idade com o grupo AF como também para atender aos critérios de inclusao

(Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma da populagdo do estudo

195 criangas nascidas entre
janeiro de 2001 a dezembro
de 2010 cadastradas no
Hemocentro de Governador
Valadares

Excluidas: 57

- Nao localizada ou sem
consentimento: 31

- Terapia de transfusdo: 13
- Outro genoétipo de DF: 4
- Outros motivos: 9
Gestagao, deficiéncia fisica,
uso de medicacéo e Obito.

Incluidas
Grupo doenga SC: 63

132 criangas de matriculadas
em duas escolas publicas de
Governador Valadares

Excluidas: 68

- Sem consentimento: 33

- Obesidade: 13

- Outros motivos: 22
Autismo, paralisia cerebral e
para ajuste de idade.

Incluidas
Grupo AF: 75

e

Incluidas
Grupo caso
AF: 64

Incluidas
] Grupo controle
SDF: 64

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: DF, doenga falciforme; AF, anemia falciforme; SDF, sem doenca falciforme.
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5.1 POPULACAO ESTUDADA E CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

Do total de individuos com DF, 55,07% (n= 76) eram meninos com idade média de
11,63 anos, 73,18% (n= 101) eram pretos ou pardos e 58,69% (n= 81) pertenciam a familias
das classes D e E. Essas variaveis foram semelhantes entre os grupos AF e HbSC (Tabela 6).

Dos individuos com AF, 52% (n = 39) faziam uso de Hidroxiureia, enquanto a
frequéncia foi de 9,50% (n = 6) no grupo HbSC (p <0,001). O tempo de uso de Hidroxiureia na
populagdo estudada foi superior a 12 meses exceto um paciente que utilizava o medicamento

ha oito meses (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparagdo das caracteristicas sociodemograficas e uso de Hidroxiureia entre os

grupos anemia falciforme e doenga SC

Variaveis DF AF HbSC p
Idade em anos, média (Dp) 11,63 (2,87) 11,43 (3,09) 11,86 (2,58) 0,384
Faixa etaria, n (%)
5,5-11,99 anos 75 (54,35) 42 (56,00) 33 (52,38) 0,671
12,0-17,99 anos 63 (45,65) 33 (44,00) 30 (47,62)
Sexo, n (%)
Meninos 76 (55,07) 41 (54,67) 35 (55,56) 0,527
Etnia/cor da pele n (%)
Branco/amarelo 14 (10,15) 8 (10,66) 6 (9,52)
Pardo 72 (52,17) 38 (50,67) 34 (53,97) 0.946
Preto 29 (21,01) 17 (22,67) 12 (19,05) ’
Néo declarado 23 (16,67) 12 (16,00) 11 (17,46)
Classe socioeconomica n (%)
B1/B2 6 (4,35) 3 (4,00) 3 (4,76)
C1/C2 45 (32,61) 27 (36,00) 18 (28,57) 0.832
D-E 81 (58,69) 42 (56,00) 39 (61,91) ’
Nao declarado 6 (4,35) 3 (4,00) 3(4,76)
Uso de Hidroxiureia n (%)
Sim 45 (32,61) 39 (52,00) 6(9,52) <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: DF, doenca falciforme; AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC. A idade foi analisada por Teste
T de Student. As demais analises foram por teste Qui-Quadrado de Pearson. Resultado significativo
(p<0,05) destacado em negrito.
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5.2 PERFIL NUTRICIONAL, CLINICO, HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO NA
DOENCA FALCIFORME E DIFERENCAS ENTRE ANEMIA FALCIFORME E DOENCA
SC

Menores médias do EZ-IMCI (p = 0,003), EZ-AI (p = 0,008), CB (p <0,001), >DC (p
=0,047) e AMB (p =0,005) foram observadas na AF em relagao a HbSC. Ao comparar somente
aqueles sem uso de Hidroxiureia, EZ-IMCI (p = 0,001) e CB (p = 0,005) permaneceram

indicando maior déficit nutricional para individuos com AF (Tabela 7).



Tabela 7 - Comparagao dos marcadores do estado antropométrico entre os grupos anemia falciforme e doenga SC envolvendo todos os

individuos com doengca falciforme e somente os que nao usavam Hidroxiureia

Variaveis Todos Sem uso de Hidroxiureia
AF HbSC AF HbSC
n Média (dp) ou n Média (dp) ou p n Média (dp) ou n Média (dp) ou p
mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3)

EZ-IMCI 75 -0,77 (1,05) 63 -0,17 (1,20) 0,003 36 -0,88 (0,96) 57 -0,13 (1,16) 0,001
EZ-Al 75 -1,01 (1,15) 63 -0,51 (1,03) 0,008 36 0,99 (1,09) 57 -0,55 (1,04) 0,058
CB cm 72 19,0 (17,00-21,37) 63 21,00 (18,90-24,00) <0,001 33 19,47 (3,62) 57 21,81 (3,92) 0,005
DCmm 72 14,61 (11,60-18,60) 63 17,70 (12,53-23,70) 0,047 33 14,36 (12,05-18,38) 57 17,66 (12,58-23,93) 0,097
AMBcm 72 22,21(17,40-28,26) 63 25,22 (21,86-33,98) 0,005 33 2432(17,73-28,71) 57 25,22 (21,87-34,87) 0,077
GC % 62 14,45(11,16-19,35) 62 16,55 (10,80-22,16) 0,219 31  12,58(9,76-17,83) 56 15,95 (10,55-22,37) 0,185

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenca SC; EZ-IMCI, escore Z do indice de massa corporal por idade; EZ-AI escore Z do indice altura por idade. CB,
circunferéncia braquial; Y DC, soma das dobras cutaneas tricipital e subescapular; GC, gordura corporal; AMB, area muscular do brago. Resultados das analises

por teste T de Student sdao apresentados por média e (desvio padréo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados por mediana (primeiro
e terceiro quartis). Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito.
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Nao houve diferenga na distribui¢ao das classificagdes do peso corporal pelo EZ-IMCI
entre os dois grupos (p = 0,087; Figura 11A), entretanto o grupo AF apresentou maior

frequéncia de baixa estatura/risco de baixa estatura (p = 0,034; Figura 11B).

Figura 11 - Comparacao do perfil nutricional antropométrico entre os grupos anemia

falciforme e doenca SC
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenca SC. Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson
comparando grupos anemia falciforme e doenga SC. Significancia considerada quando p<0,05. Anemia
falciforme, n= 75; doenga SC, n= 63.

O grupo AF apresentou menores niveis de vitaminas A ¢ D (p < 0,001 para ambos),
inclusive quando se comparou somente aqueles sem uso de Hidroxiureia (vitamina A, p <0,001;

vitamina D, p = 0,002) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Comparagao dos niveis de vitaminas A e D entre os grupos anemia falciforme e

doencga SC envolvendo todos os individuos com doenca falciforme e os que ndo usavam

hidroxiureia
Anemia falciforme Doenga SC
Variaveis n Mediana (Q1-Q3) ou n Mediana (Q1-Q3) ou p
Média (dp) Média (dp)
Todos
Vitamina A 68 0,27 (0,22-0,34) 59 0,36 (0,28-0,41) < 0,001
Vitamina D 69 20,60 (17,15-23,15) 60 25,65 (21,05-30,00) < 0,001
Sem Hidroxiureia
Vitamina A 31 0,24 (0,20-0,30) 53 0,35 (0,27-0,40) < 0,001
Vitamina D 32 20,70 (6,49) 54 25,54 (6,74) 0,002

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC. Resultados das analises por teste T de Student sdo
apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo
apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). Significancia considerada quando p<0,05.

A frequéncia de deficit de vitaminas foi maior na AF em comparacao ao grupo HbSC.
Niveis baixos ou indicando estado subotimo de vitamina A foram observados em 57,3% dos
individuos com AF e em 27,1% no grupo HbSC (p = 0,002; Figura 12). Quando foi avaliada a
250HD, 89,8% da popula¢dao com AF e 75,0% do grupo HbSC apresentavam deficiéncia ou
insuficiéncia (Figura 13).

Ambos os grupos da DF apresentaram, em média, baixos niveis de HDL-C e niveis
adequados de TG, sem diferenca entre AF e HbSC. Entretanto, em relagdo ao grupo HbSC, os
individuos com AF tinham valores médios ou medianas significativamente maiores de apoB (p
=0,002), CT (p = 0,021), LDL-C (p = 0,042), nao-HDL-C (p = 0,006), TG/HDL-C (p = 0,002)
e AIP (p = 0,042), como também de TG (p = 0,049) em individuos a partir de dez anos. Ao
comparar os grupos AF e HbSC sem uso de Hidroxiureia, observaram-se menores niveis de
apoAl (p = 0,046) e HDL-C (p = 0,009), como também maiores de TG (p = 0,038), TG/HDL-C
(p=10,011) e AIP (p =0,028) no grupo AF (Tabela 9).
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Figura 12 - Comparagdo do estado de vitamina A entre os grupos anemia falciforme e doenca
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC. Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson
comparando grupos anemia falciforme e doenga SC. Significancia considerada p < 0,05. Anemia
falciforme, n = 68, doenca SC = 59.

Figura 13 - Comparagdo do estado de vitamina D entre os grupos anemia falciforme e doenga
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC. Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson
comparando grupos anemia falciforme e doenca SC. Significdncia considerada p<0,05. Anemia
falciforme, n = 69, doenca SC = 60.



Tabela 9 - Comparagdo de médias ou medianas de marcadores bioquimicos do perfil lipidico entre os grupos anemia falciforme e doenga SC

envolvendo todos os individuos com doenca falciforme e os que ndo usavam Hidroxiureia

Todos Sem Hidroxiureia
AF HbSC AF HbSC
Variaveis (n=73) (n=60) p (n=34) (n=54) p
Média (dp) ou Média (dp) ou Média (dp) ou Média (dp) ou
mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3)
ApoAl mg/dL 104,00 (95,50-112,50) 110,50 (96,00-122,00) 0,054 99,50 (94,00-107,00) 106,50 (95,75-122,00) 0,046
ApoB mg/dL 64,64 (17,61) 56,16 (12,43) 0,002 57,00 (47,75-72,25) 57,00 (46,25-63,25) 0,415
CT mg/dL 117,00 (108,00-143,50) 113,00 (104,00-126,50) 0,021 113,00 (103,75-135,00) 112,00 (104,00-124,25) 0,461
LDL-C mg/dL 63,60 (54,10-82,40) 60,70 (51,50-69,40) 0,042 57,10 (49,40-77,45) 60,30 (49,60-69,60) 0,824
Nao-HDL-C mg/dL 80,00 (71,00-101,00) 74,50 (64,25-84,75) 0,006 74,50 (68,00-101,00) 74,00 (64,00-82,50) 0,152
HDL-C mg/dL 36,00 (34,00-42,50) 38,00 (35,00-45,00) 0,109 35,00 (32,00-41,00) 38,00 (35,00-45,00) 0,009
TG mg/dL 79,00 (60,50-105,00) 71,50 (56,00-89,75) 0,082 79,50 (62,25-110,75) 70,50 (55,75 88,25) 0,038
< 10 anos 67,00 (54,50-90,50) 60,00 (52,00-89,75) 0,571 60 (53,00-80,00) 56,00 (51,50-80,25) 0,434
> 10 anos 84,00 (66,25-112,25) 74,00 (58,75-90,25) 0,049 96,00 (71,00-130,00) 74,00 (59,00-89,75) 0,016
TG/HDL-C 2,16 (1,85-2,81) 1,89 (1,50-2,29) 0,002 2,30 (0,76) 1,91 (0,53) 0,011
AIP -0,04 (-0,12-0,01) -0,07 (-0,14- -0,03) 0,042 -0,04 (-0,12 — 0,02) -0,075 (-0,14 - -0,03) 0,028

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC; apoAl, apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-C, lipoproteina de baixa
densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG, trigliceridios; TG/HDL-C, razao de
triglicerideos para lipoproteina de alta densidade; AIP, indice aterogénico de plasma. Resultados das analises por teste T de Student sdo apresentados por média
(desvio padrao), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultados significativos (p<0,05)

destacados em negrito.
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Houve diferenga na distribui¢@o das classificagdes entre AF e HbSC para apoAl (p =
0,002; Figura 14A) com maior frequéncia de baixos niveis para o grupo AF. Para o HDL-C nao
houve diferenca (p = 0,165; Figura 14B).

Figura 14 - Comparagdo do perfil lipidico de acordo com os niveis de apoA1 e HDL-C entre

os grupos anemia falciforme e doenga SC
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC; apoAl, apoproteina Al; HDL-C, lipoproteina de alta
densidade. Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson comparando grupos anemia falciforme e
doenga SC. Significancia considerada p<0,05. Anemia falciforme, n= 73; doenga SC, n= 60.

Dos individuos com DF, 13,5% (n = 18) apresentaram hipertrigliceridemia e 24,1% (n

= 32) situaram dentro dos valores considerados limitrofes, ndo havendo diferenga entre AF e
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HbSC (p = 0,178; Figura 15A). Entretanto, na AF observou-se maior frequéncia de individuos
com razao TG/HDL-C alto em comparagao com o grupo HbSC (p = 0,005; Figura 15B).

Figura 15 - Comparacao do perfil lipidico de acordo com os niveis de trigliceridios e

da razdo trigliceridios/HDL-C entre os grupos anemia falciforme e doenga SC
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG,
trigliceridios. Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson comparando grupos anemia falciforme e
doenga SC. Significancia considerada p<0,05. Anemia falciforme, n=73; doenca SC, n= 60.

Niveis limitrofes foram observados para CT e LDL-C em dois (1,5%) individuos, para
apoB em sete (5,3%) e para ndo-HDL-C em oito (6,0%). Somente um individuo (0,8%)

apresentou nivel aumentado de nao-HDL-C e de AIP (dados ndo mostrados).
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Quanto aos demais parametros bioquimicos, como também clinicos e hematoldgicos, a
maior gravidade do grupo AF em relagdo ao grupo com HbSC foi indicada pela maior
frequéncia de hospitalizagdes (p = 0,027), maior alteragdo dos parametros hematologicos em
geral, como também pelos maiores niveis de LDH e bilirrubinas (p < 0,001 para todos e p =
0,001 para HbF) (Tabela 10).

As medianas de PTH nao diferiram entre os dois gen6tipos da doenga (AF: 31,20 pg/mL
versus HbSC: 30,20 pg/mL; p = 0,743). Na AF, a velocidade média méxima das artérias
cerebrais médias (VACM) apresentou mediana de 114 cm/s (Q1:99,70 cm/s; Q3: 129,00 cm/s)
e média da velocidade média maxima das artérias cardtidas internas (dACI) de 104,35 cm/s

(Dp: 18,12 cm/s).

Tabela 10 - Comparacao das varidveis clinicas e laboratoriais entre os grupos anemia

falciforme ¢ doenca SC

AF HbSC

Verlr%éwels n o n o p
clinicas
Hosp.

0 56 75,68 55 91,67

1-2 18 24,32 5 8,33 0,027
Freq. dor

0 42 56,8 35 58,3

1-4 32 43,2 25 41,7 0,994
Variaveis Meédia (dp) Meédia (dp) ou
laboratoriais ou mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3)
BT mg/dL 70 2,39 (1,36-3,22) 60 1,17 (0,90-1,96) <0,001
BD mg/dL 70 0,53 (0,17) 60 0,38 (0,12) <0,001
BI mg/dL 70 1,77 (0,85-2,56) 60 0,77 (0,59-1,45) <0,001
LDH U/L 70 513,00 (425,00-656,75) 60 275,00 (234,00-324,75) <0,001
Ret % 68 2,40 1,52-3,57 55 1,10 0,70-1,70 <0,001
Hb g/dL 71 8,53 (1,59) 57 11,40 (1,02) <0,001
HbF % 44 11,55 (6,05-19,80) 8 4,35 (1,77-5,90) 0,001
VCM fL 71 94,00 (86,00-102,00) 57 82,00 (77,00-88,50) <0,001
HCM pg 71 31,08 (4,24) 57 26,10 (2,30) <0,001
LT 10%/mm? 70 9,95 (4,12) 54 6,99 (2,97) <0,001

Plaq x10*/mm’ 70 478,50 (370,70-548,50) 54 200,00 (162,00-322,20) <0,001
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC; n, nimero de participantes; Hosp., frequéncia de
hospitalizagdes no periodo de seis meses; Freq. dor, frequéncia de dor no periodo de trés meses; BT,
bilirrubina total; BD, bilirrubina direta; BI, bilirrubina indireta; LDH, lactato desidrogenase; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal;, VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina
corpuscular média; LT, leucocitos totais;. Resultados das analises por teste T de Student sdo apresentados
por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados por
mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultado por teste Qui-Quadrado de Pearson é apresentado em
frequéncia absoluta e relativa. Resultados significativos (p<0,05) foram destacados em negrito.
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Ao comparar os individuos com AF e HbSC que ndo faziam uso de Hidroxiureia
observaram-se diferencas significativas nas variaveis laboratoriais, mas ndo na frequéncia de

hospitalizagdes, frequéncia de dor e nos niveis de HbF (Tabela 11).

Tabela 11 - Comparagdo de variaveis clinicas e laboratoriais entre os grupos anemia

falciforme ¢ doenca SC sem uso de Hidroxiureia

AF HbSC

Variaveis clinicas " % " % P
Hosp.

0 30 85,71 49 90,74

1-2 5 14,29 5 9,26 0,697
Freq. dor

0 23 65,71 33 61,11

1-4 12 34,29 21 38,89 0,830
Variaveis Meédia (dp) Meédia (dp)
laboratoriais ou mediana (Q1-Q3) ou mediana (Q1-Q3)
BT mg/dL 33 2,99 (2,51-4,05) 54 1,20 (0.91-2,03) <0,001
BD mg/dL 33 0,62 (0,15) 54 0,38 (0,12) <0,001
BI mg/dL 33 2,30 (1,80-3,35) 54 0,78 (0,62-1,47) <0,001
LDH U/L 33 630,00 (481,50-745,50) 54 275,50 (229,50-325,50) <0,001
Ret % 31 2,80 (1,50-4,00) 50 1,10 (0,65-1,62) <0,001
Hb g/dL 33 7,60 (6,50-8,80) 52 11,40 (10,92-12,10) <0,001
HbF % 12 5,40 (3,80-8,65) 52 5,00 (2,50-7,25) 0,506
VCM fL 33 89,21 (7,28) 52 81,23 (6,50) <0,001
HCM pg 33 29,16 (3,00) 52 25,86 (2,26) <0,001
LT 10%/mm? 32 12,30 (9,77-14,675) 49 7,10 (5,45-8,30) <0,001
Plaq x10°/mm’® 32 489,00 (434,50-557,25) 49 193,00 (158,50-314,00) <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenca SC; n, nimero de participantes; Hosp., frequéncia de
hospitalizagdes no periodo de seis meses; Freq. dor, frequéncia de dor no periodo de trés meses; BT,
bilirrubina total; BD, bilirrubina direta; BI, bilirrubina indireta; LDH, lactato desidrogenase; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina
corpuscular média; LT, leucocitos totais;. Resultados das analises por teste T de Student sdo apresentados
por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados por
mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultado por teste Qui-quadrado de Pearson é apresentado em
frequéncia absoluta e relativa. Resultados significativos (p<0,05) foram destacados em negrito.

53 RELACAO ENTRE PERFIL NUTRICIONAL, MARCADORES LIPIDICOS E
PARATORMONIO EM INDIVIDUOS COM DOENCA FALCIFORME

No grupo AF, os individuos da categoria EZ-IMCI “baixo ou limitrofe” apresentaram
niveis mais baixos de CT (114,00 mg/L versus 121,50 mg/L; p = 0,033) e LDL-C (59,00 mg/L
versus 69,30 mg/L; p = 0,029) enquanto aqueles da categoria “baixo ou limitrofe” para vitamina

A apresentaram menores niveis de LDL-C (59,40 mg/L versus 73,00 mg/L; p = 0,024). Outros
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marcadores do perfil lipidico ndo foram influenciados pelo EZ-IMCI nem pela vitamina A (dados
ndo mostrados). Os individuos incluidos na categoria "baixo ou limitrofe" de 250HD
apresentavam valores mais altos de CT (p = 0,026), nao-HDL-C (p = 0,024), TG (p = 0,022) e
para as razdes TG/HDL-C (p =0,003) e AIP (p = 0,019) (Tabela 12).

Tabela 12 - Niveis de marcadores do perfil lipidico dos individuos com anemia falciforme de

acordo com os valores dicotomizados de 250HD

250HD baixo ou limitrofe 250HD adequado
(<30 ng/mL) (>30ng/mL)
Variaveis (n=162) n=7) p
Média (dp) Meédia (dp)
ou mediana (Q1-Q3) ou mediana (Q1-Q3)
ApoAl mg/dL 103,50 (96,00-110,50) 111,00 (95,00-131,00) 0,173
ApoB mg/dl 64,50 (54,75-78,50) 51,00 (46,00-59,00) 0,082
CT mg/dL 124,00 (112,00-144,50) 108,00 (100,00-119,00) 0,026
LDL-C mg/dL 71,70 (20,62) 59,28 (13,17) 0,053
Nao-HDL-C mg/dL 85,50 (73,00-103,00) 69,00 (67,00-78,00) 0,024
HDL-C mg/dL 36,50 (34,00-42,25) 41,00 (33,00-46,00) 0,742
TG mg/dL* (todos) 82,00 (65,50-105,75) 60,00 (49,00-67,00) 0,022
< 10 anos 80,00 (55,00-98,00) 57,50 (48,50-63,25) 0,043
TG/HDL-C 2,40 (0,78) 1,76 (0,39) 0,003
AIP -0,03 (-0,09 — 0,01) -0,13 (-0,16 — -0,09) 0,019

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: 250HD, 25-hidroxivitamina D; apoAl, apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT,
colesterol total; LDL-C, lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de
alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG/HDL-C, razdo de triglicerideos para
lipoproteina de alta densidade; AIP, indice aterogé€nico de plasma. Resultados das analises por teste T de
Student sdo apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney
sdo apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). *O grupo com idade > 10 anos nao foi avaliado
devido numero insuficiente para analise. Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito.

Em anélise adicional no mesmo grupo (AF), os niveis de 250HD dicotomizados em
"adequado ou limitrofe" (> 0,20 mg/L) versus "baixo" (< 0,20 mg/L), a razdo TG/HDL-C (p =
0,017) continuou aumentada para o grupo com menores niveis da vitamina, sendo que a apoB
(p =0,054) e AIP (p = 0,093) ficaram no limiar de significancia (dados ndo mostrados).

No grupo HbSC observou-se maior mediana de TG (p = 0,007) e de AIP (p =0,005) na
categoria “baixo” de vitamina D (< 0,20 mg/L). Para as demais andlises e variaveis nao houve
diferenca significativa (p > 0,05).

Anélise de Correlagdo Parcial entre PTH, vitamina D e marcadores do perfil lipidico,
controlando o efeito da Hidroxiureia, indicou na AF uma correlagcdo inversa entre PTH e

vitamina D (r =-0,23; p = 0,032). O mesmo ocorreu no grupo HbSC (r =-0,36; p = 0,002).
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5.4 INVESTIGACAO DE ASSOCIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E
PARATORMONIO COM MARCADORES DE GRAVIDADE NA DOENCA
FALCIFORME

Analises de Correlagdo Parcial entre marcadores do estado nutricional, incluindo o perfil
lipidico, e niveis de PTH, com marcadores de gravidade (hematologicos, bioquimicos,
frequéncia de hospitalizagdo, frequéncia de dor, VACM e VdACI), controlando o efeito da
Hidroxiureia, foram realizadas envolvendo todos os individuos com DF.

Entre as correlagdes observadas estao as positivas entre Hb e EZ-IMCI, CB, AMB,
gordura corporal, vitamina A vitamina D, apoA1l e HDL-C como também da apoB, ndo-HDL-
C, TG, TG/HDL-C e AIP com reticuldcitos. Além disso, TG e as razdes TG/HDL-C e AIP
foram positivamente correlacionadas com BT, BD, BI, plaquetas, LT e LDH. Leucdcitos totais
foram negativamente correlacionados com EZ-IMCI, vitamina D, apoAl e HDL-C. Outras
correlagdes negativas ocorreram entre LDH e EZ-IMCI, CB, > DC, AMB, gordura corporal,
apoAl, vitaminas A e D (APENDICE F). Nio houve correlagdes envolvendo as variaveis CT,
LDL-C, PTH, VdACI, frequéncia de hospitaliza¢des e frequéncia de dor (p > 0,05) (dados ndo
apresentados).

Diante dos resultados observados nas correlagdes, foram realizadas analises de
regressao linear separamente para os grupos AF e HbSC, selecionando as variaveis de forma a
considerar a multicolinearidade. Na AF, associagdo positiva foi observada entre a vitamina A e
Hb e negativa entre vitamina A e LDH, HDL-C e LT e entre apoAl e bilirrubina. O nivel de
TG foi associado a Hb e 0 EZ-IMCI com a LDH, ambos de forma negativa (Tabela 13).

No grupo HbSC, apesar de algumas variaveis do estado nutricional apresentarem
associagdo com reticuldcitos, Hb, leucocitos e LDH, os modelos foram fracamente explicativos

com baixos valores de R> (APENDICE G).
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Tabela 13 - Associagdo entre estado nutricional e marcadores de gravidade na anemia

falciforme em andlise de regressao linear multipla

Variavel B IC P
Hemoglobina g/dL (R>=0,31; p = 0,015)
Vitamina A 4,795 1,138; 8,453 0,011
TG -0,010 -0,019; -0,002 0,015
Hidroxiureia 0,969 0,273; 1,664 0,007
Leucocitos totais 10°/mm? (R?>= 0,32; p = 0,036)
HDL-C -0,150 -0,276; -0,025 0,019
Hidroxiureia -3,030 -4,847; -1,212 0,001
Género -1,902 -3,681; -0,123 0,036
LDH U/L (R= 0,30; p = 0,020)
EZ-IMCI -41,125 -75,526; -6,724 0,020
Vitamina A -550,048 -946,174; -153,922 0,007
Hidroxiureia -114,800 -190,571; -39,029 0,004
Bilirrubina total! mg/dL (R= 0,45; p = 0,003)

ApoAl -0,013 -0,021; -0,004 0,003
Hidroxiureia -0,621 -0,834; -0,409 <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: ﬁ , coeficiente de regressdo; R? coeficiente de determinagéo; IC, intervalo de confianga; HDL-C,
lipoproteina de alta densidade; EZ-IMCI, escore Z do indice de massa corporal; apoA1, apolipoproteina
Al; LDH, lactato desidrogenase. Varidveis que entraram em cada andlise - reticuldcitos: apoB;
hemoglobina: EZ-IMCI, vitamina A, HDL-C e triglicerideos; leucécitos: EZ-IMCI, HDL-C e
triglicerideos; LDH: EZ-IMCI, vitamina A; bilirrubina total: apoA1. Hidroxiureia, idade e sexo foram
incluidos em todas as analises. 'Os niveis de bilirrubina total passaram por transformagio logaritmica.
Resultados significativos (p<0,05).

5.5 INFLUENCIA DO PERFIL SOCIOECONOMICO, DO SEXO, DA CO-HERANCA DE
a-TALASSEMIA E DO USO DE HIDROXIUREIA NO ESTADO NUTRICIONAL E NA
GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

Analise da influéncia da classe socioecondmica indicou, nas classes mais baixas “D-E”
em relagdo as classes mais altas “B1/B2, C1/C2”, menor média na variavel EZ-AI (p = 0,007;
média: -1,32 versus -0,57) e maior na BI (p = 0,035; média: 2,11 versus 1,37) para o grupo AF,
enquanto no grupo HbSC observou-se menor média de vitamina A (p = 0,034; média: 0,33
versus 0,38).

No grupo AF, ndo houve diferenga quanto ao uso de HU (p = 0,190) entre meninos e
meninas. Entretanto, os meninos apresentaram menores valores de vitamina A (p = 0,002), de
CT (p = 0,018), LDL-C (p = 0,005), nao-HDL-C (p = 0,010) e apoB (p = 0,001) e maior
gravidade da doenca caracterizada por niveis mais elevados de LDH (p = 0,012) e LT (p =
0,009) e menores de Hb (p = 0,007) (APENDICE H). No grupo HbSC, néo houve diferenga em
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relacdo ao sexo quanto ao uso de HU (p = 0,080) e demais variaveis (p > 0 ,05), exceto quanto
aos niveis de HCM que foram menores nos meninos (p = 0,020) (Dados ndo apresentados).

Do total de individuos com DF, 23,70% apresentavam co-heranga de a-tal, entre eles
um caso ao/-0*? e um -a>’/-a>’, ndo havendo diferenca na frequéncia entre os grupos AF e
HbSC (APENDICE I). No grupo AF, os individuos com o-tal apresentaram menores valores
das medianas de VCM (p = 0,001) e HCM (p< 0,001), mas o gendtipo ndo influenciou o perfil
antropométrico, o estado de vitaminas A e D, os parametros lipidicos € os marcadores
bioquimicos de gravidade (dados ndo apresentados). Os individuos do grupo HbSC com a-tal
também mostraram menores valores de VCM (p < 0,001) e HCM (p < 0,001), além de GC (p
=0,044) e vitamina A (p = 0,025).

A analise da influéncia do uso da Hidroxiureia nos parametros avaliados foi realizada
somente no grupo AF pois somente 9,5% individuos do grupo HbSC faziam uso deste
medicamento. Os resultados indicaram que os pacientes com AF que faziam uso de
Hidroxiureia apresentavam maiores valores de apoAl (p = 0,041), apoB (p =0,022), CT (p =
0,017), LDL-C (p =0,016) e HDL-C (p = 0,013), Hb (p = 0,001), HbF (p = 0,003), VCM (p <
0,001), HCM (p < 0,001) e menores niveis das bilirrubinas, LDH e LT (p < 0,001 para todos).
Porém, o uso de Hidroxiureia ndo influenciou no perfil antropométrico, nos niveis de vitaminas
A e D, e nem nos marcadores de gravidade clinicos: valores da VACM e VdACI, na frequéncia

de hospitalizagdo e de dor (p > 0,05) (APENDICE J).

5.6 ANGULO DE FASE: COMPARACAO ENTRE GRUPOS ANEMIA FALCIFORME E
DOENCA SC E ASSOCIACAO COM MARCADORES DE GRAVIDADE NA ANEMIA
FALCIFORME

O estudo foi conduzido com o objetivo de investigar se o valor médio do AngF difere
entre os grupos de individuos com AF e controle SDF e se existe associacdo desta medida com
marcadores de gravidade da doencga.

No grupo AF, 53,12% (n = 34) eram meninos e a mediana de idade foi de 12,50 anos
(variando de 7,2 a 17,6), enquanto no grupo SDF 40,62% (n = 26) eram meninos e a mediana
de idade foi 11,00 anos (variando de 7,4 a 17,9). Nao houve diferenca significativa na
distribuicao de meninas € meninos (p = 0,215) e na idade (p = 0,066) entre os dois grupos. No
grupo AF 56,25% (n = 36) faziam uso de Hidroxiureia.

Os pacientes do grupo AF apresentaram menores valores do AngF em relagdo aos

controles (p < 0,001). Observaram-se também no grupo AF valores inferiores do EZ-IMCI (p
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< 0,001), EZ-AI (p < 0,001) e superiores de resisténcia (p < 0,001) e do indice massa
extracelular/massa celular corporal (p = 0,001) (Tabela 14).

Tabela 14 - Comparacao dos grupos anemia falciforme e sem doenga falciforme de acordo

com parametros antropométricos e da bioimpedancia elétrica

AF Controle SDF
. (n=64) (n=64)
Varidvel Média (dp) Média (dp) p
ou mediana (Q1-Q3)  ou mediana (Q1-Q3)
AngF ° 5,40 (5,20-5,70) 5,90 (5,52-6,30) <0,001
EZ-IMCI 0,84 (1,11) 0,003 (1,02) <0,001
EZ-Al -1,00 (1,14) 0,22 (0,99) <0,001
Resisténcia Ohm 758,43 (104,28) 689,85 (91,25) <0,001
Reatancia Ohm 71,44 (9,67) 71,65 (9,08) 0,900
GC % 20,48 (7,24) 19,98 (5,25) 0,654
MCC Kg 37,85 (3,87) 38,76 (2,80) 0,129
ME Kg 42,65 (39,38-44,15) 41,40 (39,52-42,97) 0,189
ME/MCC 1,11 (1,05-1,16) 1,06 (1,02-1,11) 0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; SDF: grupo sem doenca falciforme; EZ-IMCI: escore Z do indice de
massa corporal por idade; EZ-Al: escore Z do indice altura por idade; AngF: angulo de fase; GC, gordura
corporal; MCC: massa celular corporal; ME: massa extracelular. Resultados das analises por teste T de
Student sao apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney
sdo apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultados significativos (p<0,05)
destacados em negrito.

As diferencas entre as médias do AngF permaneceram mesmo apds analisar
separadamente por sexo, faixa etaria e estado antropométrico (Tabela 15).

Na AF, o valor do AngF nao foi influenciado pelo uso de Hidroxiureia (5,38° para
ambos; p = 0,966) nem pela co-heranca de a-tal (co-herancga a-tal: 5,49 e sem co-heranca o-tal:

5,34; p=0,323).
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Tabela 15 - Valores médios ou medianos do angulo de fase de acordo com as variaveis

demogréficas e antropométricas nos individuos com anemia falciforme e sem doenca

falciforme
AF Controle SDF
Variaveis Meédia (dp) Meédia (dp)
n ou mediana n ou mediana p
(Q1-Q3) (Q1-Q3)
Demografica
Meninos 34 5,31 (0,43) 26 6,07 (0,47) <0,001
Meninas 30 5,46 (0,51) 28 5,78 (0,45) <0,001
<12 anos 27 5,29 (0,45) 45 5,80 (0,49) <0,001
> 12 anos 37 5,44 (0,47) 19 6,13 (0,34) <0,001
Antropométrica
EZ-IMCI < -1 25 5,30 (5,10-5,55) 8  5,60(542-5,77) 0,010
EZ-IMCI > -1 39 5,44 (0,49) 56 5,93 (0,48) <0,001
EZ-Al <-1 34 5,40 (0,47) 7 6,04 (0,50) 0,015
EZ-Al > -1 30 5,35 (0,47) 57 5,88 (0,47) <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; SDF, sem doenga falciforme; EZ-IMCI, escore Z do indice de massa
corporal por idade; EZ-AI, escore Z do indice altura por idade. p< 0,05. Resultados das analises por
teste T de Student sao apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann
Whitney sao apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultados significativos (p<0,05)
destacados em negrito.

Analises de Correlagdao de Spearman entre AngF e os marcadores de gravidade clinicos
(frequéncia de hospitalizacdo e de dor, VACM e VdACI), hematologicos (reticulocitos, Hb,
Hb, HbF, VCM, HCM, LT e plaquetas) e bioquimicos (LDH e bilirrubinas) indicaram
correlagdes positivas do AngF com Hb (r = 0,43; p = 0,001; Figura 16A) e HbF (= 0,57; p =
0,002; Figura 16B) e negativas com reticulocitos (r = -0,29; p = 0,028; Figura 16C) e LDH (r =
-0,43; p < 0,001; Figura 16D). Para as demais varidveis ndo foram observadas correlagdes

significativas (p > 0,05).



Figura 16 - Correlacao entre angulo de fase e marcadores hematoldgicos e lactato

desidrogenase em individuos com anemia falciforme
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: Hb, hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; LDH, lactato desidrogenase. Teste de Correlacao de
Spearman.

Analise de regressdo linear multipla indicou associagao positiva do AngF com os niveis
de Hb e HbF e negativa com reticulocitos e LDH (Tabela 16).

Analises da area sob a curva ROC foram realizadas para verificar a acurécia da
varidvel AngF na predi¢ao de valores mais alterados de marcadores de gravidade, sendo eles:

LDH acima de 610 U/L, reticuldcitos acima do percentil 80 (3,74%), Hb e HbF abaixo do
percentil 20 (7,10 g/dL e 7,30% respectivamente).

72
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Tabela 16 - Associagdo entre estado angulo de fase e marcadores de gravidade na anemia

falciforme em andlise de regressao linear multipla

Variavel B IC p
Hemoglobina g/dL (R*=0,31; p = 0,004)

Constante 0,686 -2,941 a 4,313 0,706
AngF 1,318 0,650 a 1,986 <0,001
Hidroxiureia 0,962 0,330 a 1,593 0,004

Hemoglobina fetal % (R>=0,62; p=0,011)

Constante -28,020 -50,733 a -5,308 0,018
AngF 7,417 3,267 a 11,567 0,001
EZ-Al 2,303 0,589 a 4,017 0,011
Hidroxiureia 7,667 3,750 a 11,584 <0,001

Reticulocitos! % (R2= 0,14; p = 0,005)

Constante 4,027 1,791 a 6,264 0,001
AngF -0,622 -1,038 a -0,206 0,005
Hidroxiureia -0,199 -0,587 a 0,189 0,309

LDH U/L (R?=0,32; p=0,001)
Constante 1463,974 1003,972 a 1923,976 <0,001
AngF -151,481 -236,162 a -66,801 0,001
Hidroxiureia -154,663 -234,759 a -74,566 <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: ,[? , coeficiente de regressdo; IC, intervalo de confianga; EZ-Al, escore Z do indice altura para
idade; apoAl, apolipoproteina A1; LDH, lactato desidrogenase. Hidroxiureia, idade e sexo, escore z do
indice de massa corporal e da altura para a idade foram incluidos em todas as analises. 'Os valores de
reticuldcitos passaram por transformagao logaritmica. Resultados significativos em negrito (p <0,05).

O AngF apresentou poder preditivo significativo na alteragdo da LDH na populacdo de
individuos com AF, com 73% de acuricia em predizer intensa hemolise (p = 0,003; IC: 0,60 —
0,85). O valor do AngF de 5,45° apresentou sensibilidade de 80% e especificidade de 54% (p
=0,003) (Figura 17). Por outro lado, o AngF nao foi um preditor para alteracdo dos niveis de
reticuldcitos acima do percentil 80 (p = 0,106) e dos valores de Hb e HbF abaixo do percentil
20 (p > 0,05).

Adicionalmente, o valor do percentil 50 também foi avaliado para reticuldcitos (2,70%),
LDH (559,50 U/L), Hb (8,30 g/dL) e HbF (12,20%). O mesmo ponto de corte do AngF (5,45°)
apresentou 81% de sensibilidade e 61% de especificidade em predizer Hb com 73% de acuracia
(p =0,002) (Figura 18) e 87% de sensibilidade e 85% de especificidade em predizer HbF com
84% de acuracia (p =0,002) (Figura 19) mas, ndo foi significativo para reticulédcitos (p =0,181).
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Figura 17 - Curva ROC do angulo de fase e lactato desidrogenase em individuos com anemia

falciforme
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AngF, angulo de fase. Ponto de corte para lactato desidrogenase corresponde ao valor de intensa
hemolise (610 U/L).

Figura 18 - Curva ROC do angulo de fase e hemoglobina na anemia falciforme
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AngF, angulo de fase. Ponto de corte para hemoglobina corresponde ao valor do percentil 50 da
populagdo do estudo com anemia falciforme (8,30 g/dL).
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Figura 19 - Curva ROC do angulo de fase e hemoglobina fetal na anemia falciforme
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Fonte: proprio autor.

Nota: AngF, angulo de fase. Ponto de corte para hemoglobina fetal corresponde ao valor do percentil 50
da populagdo do estudo com anemia falciforme (12,20%).

5.7 POLIMORFISMOS NO GENE CETP

Foram genotipados trés SNPs, rs3764261, rs183130 e rs247616 do gene CETP que,
reconhecidamente, modulam o metabolismo de lipidios, principalmente HDL-C. A frequéncia
do alelo menor (MAF) de cada SNP foi consistente com o esperado em diferentes populagdes
de acordo com os dados do Projeto 1000 Genomas (Tabela 17).

Os SNPs avaliados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) e foram
considerados para a andlise de associagdo. As analises no software Haploview confirmaram
alto desequilibrio de ligacdo entre os trés SNPs (rs183130 x rs247616: D'=1,0 e R? = 1,0;
5183130 x rs3764261: D'= 1,0 e R* = 0,82; rs247616 x rs3764261: D" = 1,0 e R = 0,82) ¢
identificaram um haplobloco formado por trés haplotipos das variantes avaliadas (CCC, TTA e
CCA) (Tabela 18; Figura 20). Os resultados dos gendtipos envolvendo os SNPs rs183130 e
15247616, por estarem em completo desequilibrio de ligagdo (D= 1,0 e R? = 1,0), foram os

mesmos em todas as analises e por isso sdo apresentados juntos.
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Tabela 17 - Comparagdo entre as frequéncias alélicas da populacao de estudo com doenca
falciforme e frequéncias mundiais dos alelos de menor frequéncia dos polimorfismos

analisados do gene CETP

rs247616 rs183130 rs3764261
MAF 16:56989590 16:56991363 16:56993324
C>T C>T C>A
Populagdo de estudo! 0,28 0,28 0,32
Global? 0,27 0,27 0,29

Fonte: 'Elaborado pelo autor (2020); *Projeto 1000Genome.

Nota: MAF: frequéncia do alelo menor; EAS: leste asiatico; SAS: sul da Asia; AFR: africano; EUR:
europeu; AMR: américas. SNP: polimorfismo de wum Unico nucleotideo. 15247616,
NC 000016.9:2.56989590; rs183130, NC 000016.9:2.56991363; rs3764261,
NC _000016.9:2.56993324.

Tabela 18 - Distribuicao genotipica e dos haplotipos de polimorfismos do gene CETP dos

participantes com doenga falciforme

Doenga Falciforme AF HbSC
(n=136) (n=175) (n=61)
Frequéncia n Frequéncia n Frequéncia n
rs183130 e rs247616
CcC 0,51 69 0,51 38 0,51 31
CT 0,43 58 0,40 30 0,46 28
TT 0,06 9 0,09 7 0,03 2
HW -p > 0,05 > (0,05 > 0,05
rs3764261
CcC 0,456 62 0,44 33 0,47 29
CA 0,449 61 0,44 33 0,46 28
AA 0,096 13 0,12 9 0,07 4
HW -»p > 0,05 > 0,05 > 0,05
Haplétipos
CCC 0,672 0,651 0,705 -
TTA 0,286 0,301 0,262 -
CCA 0,042 0,048 0,033 -

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: AF, anemia falciforme; HbSC, doenga SC; n, nimero de individuos que realizaram a analise; HW-
p, equilibrio de Hardy-Weinberg - p valor. Teste Qui-Quadrado de Pearsonp > 0,05. Frequéncia dos
haploétipos definida em analises no software Haploview (https://www.broadinstitute.org).



http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=16:56989540-56989640;source=dbSNP;v=rs247616;vdb=variation;vf=242147778
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=16:56991313-56991413;source=dbSNP;v=rs183130;vdb=variation;vf=242144320
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=16:56993274-56993374;source=dbSNP;v=rs3764261;vdb=variation;vf=242211525
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal;db=core;source=dbSNP;v=rs247616;vdb=variation;vf=242147778
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal;db=core;source=dbSNP;v=rs183130;vdb=variation;vf=242144320
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal;db=core;source=dbSNP;v=rs3764261;vdb=variation;vf=242211525
https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview
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Figura 20 - Alto desequilibrio de ligagdo e r* dos haplotipos dos SNPs do gene CETP
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: (A) Desequilibrio de ligagdo; (B) r2. (1) rs247616, (2) rs183130 ¢ (3) rs3764261. Analises
realizadas no software Haploview (https://www.broadinstitute.org).

5.8 POLIMORFISMO NO GENE CETP E INFLUENCIA NO PERFIL LIPIDICO DE
INDIVIDUOS COM DOENCA FALCIFORME

O efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia de rs3764261 (C>A) indicou
niveis mais altos de apoAl (p=0,003), HDL-C (p=0,011) e mais baixos para a razao TG/HDL-
C (p =0,024) quando comparados aos genotipos CA + AA versus CC (Tabela 19).

Tabela 19 - Avaliagdo dos efeitos de dominancia do alelo de menor frequéncia do

polimorfismo rs3764261 do gene CETP em individuos com doenga falciforme

Modelo da dominancia

1s3764261 CC CA +AA
C>A (n=58) (n=73)
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) p
ApoAl mg/dL 99,00 (92,75-110,25) 108,00 (100,00-121,50) 0,003
ApoB mg/dL 59,00 (48,00-74,25) 59,00 (49,00-67,00) 0,677
CT mg/dL 113,50 (106,75-137,00) 117,00 (107,00-135,00) 0,545
LDL-C mg/dL 60,20 (52,95-80,90) 62,20 (51,60-75,10) 0,913
Nao-HDL-C mg/dL 74,50 (69,75-98,00) 79,00 (66,50-93,00) 0,799
HDL-C mg/dL 36,00 (34,00-41,00) 40,00 (35,00-45,00) 0,011
TG mg/dL 82,50 (59,00-106,25) 76,00 (57,00-91,50) 0,252
TG/HDL-C 2,11 (1,89-2,73) 2,00 (1,49-2,41) 0,024
AIP -0,04 (0,13 - 0,01) -0,05 (-0,14 - -0,02) 0,373

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: n, nimero de participantes; Dp, desvio padrdo; Q1-Q3, primeiro e terceiro quartis; apoAl,
apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-C, lipoproteina de baixa
densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta
densidade; TG, trigliceridios; TG/HDL-C, razao de triglicerideos para lipoproteina de alta densidade;
AIP, indice aterogénico de plasma. Resultados das analises por teste U de Mann Whitney. Resultados
significativos (p<0,05) destacados em negrito.
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A andlise de dominancia do alelo de menor frequéncia dos SNPs rs183130 e rs247616
(C>T; gendtipos CT + TT versus CC) mostrou diferengas significativas com maiores niveis de
apoAl (p = 0,006) e HDL-C (p = 0,004) e menores valores da razdo TG/HDL-C (p = 0,024)
(Tabela 20).

Nao foram observados efeitos nos modelos de recessividade de nenhuma das variantes
avaliadas do gene CETP (rs3764261 gendtipos AA versus CA + CC; rs183130 e rs247616
genotipos TT versus CT + CC) (dados ndo apresentados).

Tabela 20 - Avaliacao dos efeitos de dominancia do alelo de menor frequéncia dos

polimorfismos rs183130 e rs247616 do gene CETP em individuos com doenca falciforme

Modelo da dominancia

rs183130 ¢ 15247616 cc (CT+TT)
C/T (n=65) (n=66)
Meédia (Dp) ou Meédia (Dp) ou
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) p
ApoAl mg/dL 101,00 (93,50-111,50) 108,50(100,00-122,00) 0,006
ApoB mg/dL 62,60(17,26) 59,21 (14,82) 0,231
CT mg/dL 115,00 (106,50-138,00) 117,00 (107,00-135,00) 0,653
LDL-C mg/dL 61,80 (52,90-80,20) 61,80 (52,90-80,20) 0,758
Néo-HDL-C mg/dL 75,00 (69,50-99,00) 78,50 (65,75-92,50) 0,546
HDL-C mg/dL 36,00 (34,00-41,00) 40,00 (35,00-46,00) 0,004
TG mg/dL 84,00 (60,00-106,50) 71,50 (56,00-89,25) 0,051
TG/HDL-C 2,13 (1,90-2,64) 1,93 (1,47-2,36) 0,005
AIP 20,04 (-0,13 - -0,01) 20,06 (-0,14 - -0,02) 0,107

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: n, nimero de participantes; Dp, desvio padrdo; Q1-Q3, primeiro e terceiro quartis; apoAl,
apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-C, lipoproteina de baixa
densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta
densidade; TG, trigliceridios; TG/HDL-C, razao de triglicerideos para lipoproteina de alta densidade;
AIP, indice aterogénico de plasma. Resultados das analises por teste T de Student sdo apresentados por
média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados por mediana
(primeiro e terceiro quartis). Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito.

Anadlise do efeito das variantes de CETP sobre os niveis de HDL-C, realizada pelo
aplicativo Haploview, indicou diferencas na distribuicao de casos (HDL-C < 40 mg/dl) e
controles (HDL-C >40 mg/dL). Os alelos de menor frequéncia dos SNPs rs247616 e rs183130
apresentaram maior niimero de individuos do grupo controle (Tabela 21). Nao houve associagao
significativa para os demais marcadores do perfil lipidico e de gravidade clinica com as

variantes (dados nao apresentados).



Tabela 21 - Associagao alélica dos polimorfismos no gene CETP em relagdo aos niveis de

HDL-C em individuos com doenga falciforme

SNP Alelo de menor Razio caso/ 5
. X p
frequéncia controle
rs247616 T 39:67, 36:120 5,811 0,015
rs183130 T 39:67, 36:120 5,811 0,015
rs3764261 A 41:65,45:111 2,768 0,096

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Nota: Associagdo investigada pelo software Haploview (https://www.broadinstitute.org). Resultados
significativos (p<0,05) destacados em negrito.

Analises no Haploview também foram realizadas com os haplétipos do gene CETP ¢

marcadores do perfil lipidico nos individuos com DF. O haplotipo TTA foi associado com alto

HDL-C (=40 mg/dl; p = 0,015) e menor razdo TG/HDL-C (<2,0; p =0,047) (Tabela 22).

Tabela 22 - Haplotipos das variantes do gene CETP e associagdes com parametros lipidicos

em individuos com doenga falciforme

Haplotipos Caso Controle X2 P
n n
HDL-C
CCC 65 41 2,768 0,096
TTA 39 67 5,811 0,015
CCA 2 104 2,365 0,124
TG/HDL-C
CCC 74 44 1,940 0,163
TTA 41 77 3,935 0,047
CCA 3 115 1,464 0,226

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG/HDL-C, razao trigliceridios e lipoproteina de alta
densidade. Caso: HDL-C < 40 mg/dl e controle: HDL-C >40 mg/dL; caso: TG/HDL-C >2,0 e
controle: TG/HDL-C < 2,0 . Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito. Analises
realizadas no sofiware Haploview (https://www.broadinstitute.org).

As andlises do efeito dos SNPs, considerando os haplotipos do gene CETP foram

realizadas separadamente nos grupos AF e HbSC. Nos individuos do grupo AF a associacao do

haplotipo TTA com HDL-C (p = 0,044) permaneceu, mas ndo com a razdo TG/HDL-C. No

grupo HbSC, o haplétipo TTA se manteve associado com a razdo TG/HDL-C (p < 0,05), mas

ndo ocorreu associacdo com HDL-C. Adicionalmente no grupo HbSC, o haplotipo CCC foi

associado com a razdo TG/HDL-C, sendo observado maior frequéncia de casos (TG/HDL-C >
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2,0) com este haplétipo (dados nao apresentados). Analises envolvendo outros marcadores do

perfil lipidico e de gravidade clinica ndo foram significativas (dados ndo apresentados).

5.9 VARIAVEIS EXPLICATIVAS DOS NIiVEIS DE HDL-C EM INDIVIDUOS COM
DOENCA FALCIFORME

Os valores de HDL-C foram dicotomizados para avaliar se os marcadores de gravidade
da anemia poderiam diferir entre as faixas de baixo HDL-C (<40 mg/dL) ou alto (> 40 mg/dL).
Pacientes do grupo AF com baixos niveis de HDL-C apresentaram maiores valores de
reticulocitos e LT além de menores niveis de Hb (APENDICE L). No grupo HbSC, nenhuma
significancia foi observada nesta analise (dados nao apresentados).

Considerando os menores niveis de Hb, maiores de reticuldcitos e LT no grupo de baixo
HDL-C (<40 mg/dL) e as associagdes observadas do HDL-C com LT e com os polimorfismos
do gene CETP, realizou-se analise de regressao logistica binaria incluindo o HDL-C (caso e
controle) como variavel dependente e, em cada andlise, um polimorfismo e um marcador
laboratorial de gravidade como variaveis independentes. Para investigar a necessidade de
ajustamento dos modelos foi avaliada a existéncia de correlagdo do HDL-C com a idade e EZ-
IMCI e teste qui-quadrado para avaliar associacdo do sexo com HDL-C, sendo observada
significancia apenas para a idade (p < 0,05). Desta forma, a idade foi considerada na analise, e
esta foi realizada para toda a populacdo com DF e, posteriormente, por grupo de acordo com o
genoétipo da DF.

Os resultados indicaram que a auséncia dos alelos de menor frequéncia nos trés SNPs
do gene CETP no modelo de dominancia, aumenta em aproximadamente trés vezes a razao de
chance do individuo com DF ter HDL-C baixo. No mesmo modelo observou-se que os niveis
aumentados de Hb conferem um fator protetor de niveis baixo de HDL-C (Tabela 23). Outros
marcadores de gravidade nao foram associados (dados ndo apresentados).

Estes resultados foram semelhantes aos observados nas andlises somente com o0s

individuos com AF (APENDICE M), mas no grupo HbSC nio foram observadas associagdes.
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Tabela 23 - Associagdo de subgrupos caso e controle em relagdo aos niveis de HDL-C com

hemoglobina e polimorfismos no gene CETP em modelo de dominéancia na doenga falciforme

Varidveis OR Variaveis OR

v P IC 95% P IC 95%

. 0,793 . 0,758
Hemoglobina 0,026 0,646 - 0,973 Hemoglobina 0,012 0.611-0,940
rs247616 e rs3764261

3,601 " 3,048
r518’3.130 0,002 1,603-8,087 gendtipo CC 0,007 0,1362-6.820
gendtipo CC
Idade 1,177 Idade 1,170

0,032 4141367 0,036 h10-1355

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: Modelo p < 0,05, n = 125 individuos. O grupo de referéncia para variavel categorica foi TT+CT
para rs247616 e rs183130 e AA+CA para rs3764261; caso: HDL-C <40 mg/dl e controle: HDL-C
>40 mg/dL. A variavel idade entrou em todas as analises, mas ndo foi significativa.

O efeito de haplotipos TTA nos niveis de HDL-C (caso e controle) foi investigado em
dois grupos de gendtipos com presenga ou auséncia do haplotipo TTA (CCC/CCC, CCC/ACC
versus TTA/TTA, CCC/TTA, ACC/TTA) juntamente com cada marcador laboratorial de
gravidade, conforme analise anterior, ¢ a idade. O modelo 2 foi ajustado para a variavel
Hidroxiureia (uso ou ndo uso) para as analises com toda populacdo (AF e HbSC) e para o grupo
AF, visto os resultados em anélises anteriores mostrarem maiores niveis de HDL-C no grupo
AF em uso de Hidroxiureia. A razdo de chance de ter baixos niveis de HDL-C é 3,4 vezes maior
na auséncia do haplotipo TTA no gendtipo de individuo com DF.

Em relagdo a Hb, niveis altos conferem prote¢do contra niveis baixos de HDL-C,
enquanto a variavel Hidroxiureia ndo foi significativa (Tabela 24). Resultados semelhantes para
o haplétipo de CETP foram observados no grupo AF (Tabela 25) e no grupo HbSC (Tabela 26),
exceto para a variavel Hb, onde os resultados foram significativos apenas no grupo AF. Outros

marcadores de gravidade foram analisados ndo sendo significativos para os grupos avaliados.
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Tabela 24 - Analise da associagdo de subgrupos caso e controle em relagdo aos niveis de

HDL-C com hemoglobina e gendtipos do gene CETP em individuos com doenca falciforme

Modelo 1? Modelo 2°
Variaveis It p OR I p OR
1C 95% IC 95%

. 0,748 0.732
Hemoglobina 0,291 0,009 ¢01:0.931 0,311 0,007 583: 0.920
Auséncia de 3,436 3,506
TTA* -1.234 0003 5367915 12550002y 5567902

1,178 1,171
Idade 01630031 4151 367 OI8 0080 007: 1 361
Hidroxiureia - - - -0,359 0,411 1,432
0,608;3,370

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: *Referéncia “presenga de haplotipo TTA”. n= 123. Modelos p <0,05. ﬁ , coeficiente da regressio;
OR, risco relativo, IC, intervalo de confianga. Resultados significativos estdo em negrito. * analise de
regressao logistica modelo 1, com genotipos de haplétipos agrupados por presenca ou auséncia de TTA
e hemoglobina como variaveis independentes. Caso: HDL-C < 40 mg/dl e controle: HDL-C >40
mg/dL. ® anélise de regressdo logistica modelo 2, semelhante ao modelo 1 + Hidroxiureia (uso ou ndo
uso) ajustando o modelo.

Tabela 25 - Andlise da associagdo de subgrupos caso e controle em relacao aos niveis de

HDL-C com hemoglobina e genotipos do gene CETP em individuos com anemia falciforme

Modelo 1° Modelo 2°
Varidveis B p OR p p OR
IC 95% IC 95%

] 0,516 0,513
Hemoglobina 0.661 0,005 357 815 0.667 0,008 115 0838
Auséncia de 3,393 3,380
i (1222 0,046 s L2180 0048y h10; 11,311

1,240 1,242
Idade 02150043y 07, 1,529 02160044 005, 1,533
. . 1,039
Hidroxiureia - - - -0,039 0,952 0,296; 3,645

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: *Referéncia “presenca de haplotipo TTA”. n = 69. Modelos p < 0,05. [? , coeficiente da regressao;
OR, risco relativo, IC, intervalo de confianga. Resultados significativos estdo em negrito. * analise de
regressdo logistica modelo 1, com genotipos de haplétipos agrupados por presenga ou auséncia de TTA
¢ hemoglobina como variaveis independentes. Caso: HDL-C < 40 mg/dl e controle: HDL-C >40
mg/dL. ® anélise de regressdo logistica modelo 2, semelhante ao modelo 1 + Hidroxiureia (uso ou ndo
uso) ajustando o modelo.
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Tabela 26 - Andlise associagdo de subgrupos caso e controle em relagdo aos niveis de HDL-C

e gendtipos do gene CETP em individuos com doenga SC

~

Variaveis B p OR
1C 95%
Auséncia de 3,409
TTA * -1,22600,033 4 161.10,557

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: *Referéncia “presenga de haplotipo TTA”. n = 54. Modelos p < 0,05. B, coeficiente da regressio;
OR, risco relativo, IC, intervalo de confianca. Resultados significativos estdo em negrito. Analise de
regressao logistica com genotipos de hapldtipos agrupados por presenga ou auséncia de TTA como
variavel independente. Caso: HDL-C <40 mg/dl e controle: HDL-C >40 mg/dL. As variaveis idade
e hemoglobina entraram nas analises, mas ndo foram significativas. Andlises adicionais com
Hidroxiureia ndo alteraram os resultados.
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6 DISCUSSAO

Este estudo abordou os aspectos nutricionais relacionados ao perfil antropométrico,
lipidico e ao estado de vitaminas A ¢ D, PTH, como também avaliou marcadores laboratoriais
de gravidade em uma populagdo de criangas e adolescentes com dois tipos da DF: AF e HbSC.
Adicionalmente, foram medidos os valores de AngF em individuos com AF e sem a doencga e
buscou-se determinar se este parametro estd associado com a gravidade da anemia pelos
marcadores laboratoriais e clinicos investigados. Além das analises comparativas entre os
grupos (principalmente entre AF e HbSC, sexo, uso e ndo uso de Hidroxiureia) e a investigagao
da interrelagdo dos parametros avaliados, foram incluidas andlises da co-heranca da a-tal e de
trés polimorfismos 15247616, rs183130 e rs3764261 no gene CETP envolvido na homeostase
lipidica.

6.1 DIFERENCAS ENTRE ANEMIA FALCIFORME E DOENCA SC

A AF ¢ considerada a forma mais grave quando comparada a HbSC (ALELUIA et al.,
2017a; GARNIER et al., 2017; SANTIAGO et al., 2017). Como esperado, o presente estudo
indicou heterogeneidade hematoldgica e bioquimica entre os pacientes com AF e HbSC pela
observacao de maiores valores de reticulocitos, LDH, bilirrubinas, LT e menores de Hb no
grupo AF, caracterizando um perfil hemolitico e inflamatdério mais proeminente, alinhado a
resultados encontrados em outros trabalhos (ALELUIA et al., 2017a; MANDESE et al., 2019;
MOCKESCH et al., 2017).

As diferengas laboratoriais entre os dois tipos da DF (AF e HbSC) também sao
observadas nas manifestacdes clinicas. Na HbSC, a fun¢do microvascular ¢ melhor preservada
e ocorre menor frequéncia de ulceras de perna, hipertensdo pulmonar, priapismo e acidente
vascular cerebral quando comparado aos AF ( MOCKESCH et al., 2017), entretanto, devido a
maior viscosidade no sangue aumentam-se 0s riscos para retinopatia, distirbios otoldgicos e

osteonecrose (MOCKESCH et al., 2017) além de apresentarem alta frequéncia na ocorréncia
de episddios de dor e colelitiase (GUALANDRO et al, 2015). Na populacao estudada

observou-se maior frequéncia de hospitalizagdes no grupo AF (quando foi considerada a
populag¢do em uso e ndo uso de Hidroxiureia), embora ndo tenha sido observada esta diferenga
ao incluir na analise somente os individuos sem uso de Hidroxiureia. Este resultado pode ser

devido aos pacientes AF que ndo usavam hidroxiureia ndo serem eletivos para uso do
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medicamento por apresentarem parametros laboratoriais de menor gravidade (MANDESE, V.
et al., 2019) e, portanto, seus fenotipos clinicos serem semelhantes aos pacientes HbSC. A
frequéncia de dor ndo apresentou diferenca significativa entre os dois grupos, o que esta de
acordo com estudo prévio (ALELUIA et al., 2017a).

A maior gravidade dos individuos do grupo AF foi acompanhada por maior déficit do
estado nutricional, indicado pelas variaveis EZ-IMCI, EZ-AI, medidas de composi¢ao corporal,
vitamina A ¢ D como também as do perfil lipidico. Observou-se que o déficit no peso ¢
resultado de um comprometimento tanto da reserva energética quanto protéica, com menores
valores do Y DC e AMB. Vdrios estudos tem mostrado maior déficit de peso e altura nas
criangas com DF em comparacdo com a populagdo geral sem a doenca (ODETUNDE et al.,
2016; VANDERJAGT et al., 2002b; MANDESE et al., 2019). O intenso catabolismo, turnover
proteico, hemolise cronica, infec¢des, taxa cardiaca e eritropoiese aumentadas (CATANZARO;
KOUMBOURLIS, 2014; NOGUEIRA et al., 2014), baixa ingestdo energética devido supressao
do apetite por mediadores inflamatorio e o elevado gasto energético (REID, 2013) sdo fatores
sugeridos para explicar essa diferenga.

Adicionalmente, constatamos menores valores das vitaminas A e D no grupo AF.
Menores niveis de vitamina D também foram encontrados em individuos pediatricos com AF
em comparagdo com HbSC em estudo prévio (WINTERS; KETHMAN; KANTER, 2014),
entretanto, diferengas nos niveis de micronutrientes entre os genotipos nao foram encontradas
em outros estudos (KUVIBIDILA et al., 2018; MARTYRES et al., 2016).

Aproximadamente 18% da populagdo estudada com AF e 8% no grupo HbSC
apresentaram hipertrigliceridemia (Figura 15). Embora a distribuicdo dos individuos nas
classificagdes dos niveis de TG se mostrou semelhante entre os dois grupos, observaram-se
maiores valores medianos no grupo AF na populacdo acima de 10 anos (Tabela 9), discordando
com o observado em uma populagdo envolvendo criangas, adolescentes e adultos, onde os
valores medianos foram semelhantes entre os dois tipos de DF (ALELUIA ef al., 2017a).
Entretanto, a falta de andlise por faixa etaria neste estudo limita a comparagdo com nossos
resultados.

A dislipidemia na populagdo estudada foi caracterizada também por hipocolesterolemia
com individuos do grupo AF sem uso de Hidroxiureia apresentando baixos niveis de ApoAl e
HDL-C em comparagao com HbSC (Tabela 9). Aleluia et al. (2017a) também observaram
menores valores de HDL-C nos individuos com AF em comparagio com HbSC. E importante

destacar que a Hidroxiureia mascarou a diferenca dos niveis de lipidios observada entre AF e



86

HbSC e por isso foi importante incluir analises com os grupos de pacientes que nao faziam uso
de Hidroxiureia.

Os baixos niveis de HDL-C e maiores de TG no grupo AF refletiram na maior razao
TG/HDL-C neste grupo, mas nao foi observado nos resultados de Valente-Frossard et al.
(2020), os quais ndo verificaram diferencas nestes trés marcadores do perfil lipidico entre os
individuos dos grupos AF e HbSC. A razdo TG/HDL-C foi proposta inicialmente por Gaziano
et al. (1997), que mostrou ser superior a diferentes marcadores lipidicos como indicador de
doenca coronariana em adultos (LUZ et al., 2008; GAZIANO et al., 1997), existindo correlagao
negativa com o tamanho de particula de LDL-C (MARUYAMA; IMAMURA; TERAMOTO,
2003). Entretanto, os desdobramentos das diferengas do perfil lipidico observadas entre os
grupos AF e HbSC em nosso estudo, principalmente em relagdo aos niveis de TG, HDL-C e da
razdo TG/HDL-C necessitam ser investigados, mas poderiam estar envolvidos nas diferengas
observadas das manifestacdes cardiacas como os piores valores dos parametros

ecocardiograficos na AF em comparacao ao grupo HbSC (GUEDENEY et al., 2018).

6.2 ASSOCIACAO DO PERFIL ANTROPOMETRICO E ESTADO DE VITAMINAS A E D
COM OS MARCADORES DE GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

Os resultados indicaram a estreita relacdo entre o estado nutricional e a gravidade da
doenga, principalmente no grupo AF. No estudo de Zemel et al. (2007) os autores identificaram
associa¢do do peso, altura e EZ-IMCI com Hb, hematocrito e HbF em meninas com AF, mas
ndo em meninos, mas resultados contraditorios sem associacdes foram observados (AL-
SAQLADI; BIN-GADEEN; BRABIN, 2010). A ndo associagdo dos resultados do doppler
transcraniano e da Hb com perfil antropométrico estd de acordo com o observado por Ghafuri
et al (2020).

A vitamina A apresentou relagdo com o grau hemolitico na AF, uma vez que foi
observada associagdo positiva com Hb e negativa com LDH. O estado subdtimo dessa vitamina
esta relacionado ao maior nimero de hospitalizagdes e foi associado aos menores valores de
Hb e hematocrito (DOUGHERTY et al.,2012; SCHALL et al., 2004) e maiores de reticulocitos
(SCHALL et al., 2004). O estudo de Behera et al. (2012) mostrou também correlagdo positiva
entre os niveis de vitamina A e hematdcrito, Hb e contagem de hemécias na AF. Os autores
sugeriram que a falcizacao influencia as concentragdes plasmaticas de retinol, pois as células
falcizadas sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo e poderiam apresentar maior

requerimento de vitamina A para neutralizar as espécies reativas de oxigénio.
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A vitamina A armazenada ¢ perdida quando ocorre ativacao das células estreladas em
decorréncia de dano hepatico (BLANER et al., 2009). Na DF, os individuos estdo expostos a
injuria  hepatica cronica (BANERJEE; OWEN; CHOPRA, 2001), demonstrando
comprometimento das func¢des hepaticas através de alteracdes dos niveis dos testes bioquimicos
de funcdo hepatica, BT, ALT, AST e ALP, em comparacdo com individuos SDF. Estas
diferengas sdo mais expressivas em criancas e adolescentes em comparacdo com adultos
(AKUYAM et al., 2017).

A correlagdo positiva dos niveis de AST com LDH em estudo envolvendo criangas e
adolescentes com DF, inclusive em estado estavel (NAJIM; HASSAN, 2011), a associagao
positiva da LDH com os niveis de vitamina A no presente estudo, tanto na AF quanto na HbSC,
como também os menores niveis de vitamina A na AF em comparagdo a HbSC e em meninos,
com quadro hemolitico e inflamatdrio mais graves, sugerem que em individuos com DF os
baixos niveis de vitamina A se justificam, pelo menos em parte, aos danos hepaticos advindos
da propria gravidade fisiopatoldgica da doenga.

Assim, aspectos fisiopatologicos da DF poderiam contribuir para a alta frequéncia de
deficit de vitamina A e para a ndo resposta a sua suplementagdo (BROWNELL et al., 2019).
Entretanto, essa hipotese deve ser investigada em estudos com metodologia apropriadas.

A frequéncia de deficiéncia de vitamina D € varidvel em criangas e adolescentes com
DF (ADEGOKE et al., 2017b; LEE; LICURST; MCMAHON, 2015; MARTYRES et al., 2016;
OZTAS et al., 2018) e estudo indica ser maior quando comparada a criancas sem a doenca
(ROVNER et al., 2008). O estado de vitamina D tem influéncia da latitude (por interferir na
intensidade de luz solar), da ingestdo alimentar, da cor da pele ou etnia (PATEL et al., 2013;
WYKES et al., 2014), da sazonalidade (ROVNER et al., 2008) como também pode ser reflexo
da inflamacao cronica e da gravidade geral da DF (BOETTGER et al., 2017; WYKES et al.,
2014). Alinhado aos resultados deste trabalho, Oztas ef al. (2018) ao estudarem individuos com
AF também nao encontraram relacdo dos marcadores inflamatorios com o estado de vitamina
D, entretanto, verificaram maior frequéncia de sindrome toracica aguda nos individuos com
baixos niveis desta vitamina.

Os beneficios da vitamina D na homeostase do organismo e na prevencdo de
anormalidades clinicas sdo conhecidos (MAKARIOU et al., 2011), inclusive na DF (LEE;
LICURSI; MCMAHON, 2015; OZTAS et al., 2018; WINTERS; KETHMAN; KANTER,
2014). A relagdo dos baixos niveis de vitamina D com maior grau hemolitico avaliado por
reticulocitose ou por hiperbilirrubinemia (BOETTGER et al., 2017; WINTERS; KETHMAN;
KANTER, 2014) e com maior frequéncia e dias de hospitalizacdes (MANDESE 2019) foi
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observada na populacdo com DF. A correlagdo inversa da vitamina D com trombospondina 1,
uma glicoproteina adesiva derivada de plaquetas e envolvida em processos inflamatorios, e os
menores niveis de vitamina D em individuos com AF em crise vaso-oclusiva em comparagao
com o grupo em estado estavel, indica sua relagdo com os aspectos fisiopatoldgicos da doenca
falciforme (ADEGOKE et al. 2019). O fato de incluir somente individuos em estado estavel e
a falta de informacdes adicionais sobre eventos clinicos pode justificar parte das diferencas nos

resultados observados neste estudo.

6.3 ANGULO DE FASE NA DOENCA FALCIFORME: ESTUDOS PRELIMINARES DE
ASSOCIACAO COM A GRAVIDADE DA DOENCA

O AngF ¢ considerado uma ferramenta de triagem para identificacdo de pacientes em
risco devido ao comprometimento do estado nutricional (ZHANG et al., 2014) ou funcional e
indicador de sobrevida (NORMAN et al., 2012; ZAMBERLAN et al., 2019). Diferentes
situacdes clinicas como na doenga cardiaca (MARINO et al., 2017), transplante de células-
tronco (FARIAS et al., 2013) e na doenga intestinal inflamatéria (WIECH et al., 2018) indicam
menores valores desta medida nos pacientes pediatricos em comparagdo com grupo saudavel.
A investigagdo do AngF em criancas e adolescentes com DF ¢ escassa. No presente estudo, a
investigacdo do AngF entre os grupos com AF e SDF mostrou menor valor desta medida no
grupo com AF, mesmo quando os grupos foram estratificados por sexo, faixa etdria e estado
antropométrico. Esses resultados foram semelhantes aos de VanderJagt et al. (2002c), que
avaliaram 53 individuos com DF (AF e HbSC) entre 10 e 18 anos de idade e observaram
diferencas significativas nos valores médios de AngF de 6,1° e 6,9° para meninos e 5,9° e 6,5°
para meninas com DF e controle, respectivamente.

VanderJagt ef al. (2002c) sugeriram que o perfil de acidos graxos poderia explicar, pelo
menos em parte, os menores valores de AngF nos pacientes com DF. Enquanto acidos
eicosapentaenoico, docosahexaenoico e docosapentaenoico foram  positivamente
correlacionados com AngF, 4cido oleico apresentou correlacao negativa. De fato, propor¢do
menor dos 4cidos eicosapentaenoico (20:5, n-3), docosahexaenoico (22:6, n-3) e
docosapentaenoico (22:5, n-3) e maior de acido aracdonico e oleico (18:1, n-9) no plasma foram
observados em individuos com AF quando comparado ao grupo controle (ASLAN et al., 2015;
REN et al., 2005; VANDERJAGT et al., 2002c), sendo sugerido uma relacdo da proporgao
destes acidos graxos no plasma e em membranas de células de individuos com DF (REN et al.,

2005).
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Adicionalmente, a relacio do AngF e a gravidade da AF foi demonstrada pela
associagdo desta medida com Hb e LDH e pela sua acurdcia em predizer valores altos de LDH
e menores niveis de Hb, parametros indicadores de hemolise. Esses achados somados a
associacao positiva do AngF com HbF indicam seu valor prognostico na AF. Estudos adicionais
com inclusdo de outras populagdes com DF e investigagao de sua associagdo com manifestagdes

clinicas contribuirdo para confirmar estes resultados.

6.4 INFLUENCIA DO PERFIL SOCIOECONOMICO, DO SEXO NO ESTADO
NUTRICIONAL E NA GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

O maior déficit estatural e menores médias de vitamina A observadas nas classes
socioecondmicas mais baixas (D-E) nos grupos AF e HbSC, respectivamente, indicam a
influéncia do perfil socioecondmico no estado nutricional de individuos com DF, o que esta
alinhado com resultados prévios (AKODU; DIAKU-AKINWUMI; NJOKANMA, 2012;
ESEZOBOR et al., 2016). Adicionalmente, os maiores niveis de BI nestas classes no grupo AF
levantam indicios da influéncia na gravidade da doenca.

Nenhuma diferenca foi encontrada em relacdo ao perfil antropométrico relacionado ao
peso e altura entre meninos e meninas com DF no presente trabalho. Estudos anteriores com
populagdo pediatrica com AF relatam maior déficit em meninos (ESEZOBOR et al., 2016;
ZEMEL et al., 2007) e sugerem que um quadro inflamatorio mais acentuado e a maior
hiperatividade eritréide observada no sexo masculino poderia ser uma das explicagdes para esta
diferenca (ESEZOBOR et al., 2016). Entretanto, observamos menores niveis de vitamina A
como também de colesterol (apoB, CT, LDL-C e ndo HDL-C) e maior gravidade da doenca nos
meninos caracterizada por niveis mais elevados de LDH e LT e menores de Hb. A maior
gravidade da AF em meninos também foi reportada na literatura (AL-SAQLADI; BIN-
GADEEN; BRABIN, 2010; ZEMEL et al., 2007). Em uma populagdo de criancas e
adolescentes com AF acompanhada por quatro anos, observaram-se menores valores de Hb,
hematocrito e HbF em meninos em comparagdo com meninas (ZEMEL et al., 2007). Maiores
valores de leucocitos e de amiloide A, um marcador inflamatoério, também se mostraram
superiores em meninos (AL-SAQLADI; BIN-GADEEN; BRABIN, 2010).

Nao foram encontrados relatos investigando diferencas de género no perfil lipidico da
populagdo pediatrica com AF. Entretanto, em uma populacao adulta com AF, os niveis de CT,
LDL-C, nao-HDL-C, HDL-C e apoAl foram mais baixos nos homens do que nas mulheres
(LALANNE-MISTRIH et al., 2018). Além disso, um estudo com criangas e adolescentes sem
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a doenga falciforme indicou menores niveis de CT, LDL-C, HDL-C, TG e apoAl em meninos
(DELVIN et al., 2010). Mittendorfer et al. (2005) sugerem que diferengas de género no
metabolismo lipidico podem estar relacionadas a diferengas na sensibilidade hormonal dos
tecidos-alvo com consequéncias na utilizacao de acidos graxos, na sensibilidade a insulina e na
ativacdo e/ou inativagdo de genes. Embora, possam existir especificidades no metabolismo
lipidico relacionadas ao género, a hipocolesterolemia, como observado em nossos resultados
com AF, parece decorrer da gravidade da anemia. Assim, uma vez que 0s meninos também
mostraram piores médias ou medianas nos parametros de hemolise com menor valor de Hb,
sugere-se que a maior gravidade seja, pelo menos em parte, a explicagdo da hipocolesterolemia

mais intensa nesse grupo.

6.5 CO-HERANCA DE a-TALASSEMIA: INFLUENCIA NO ESTADO NUTRICIONAL E
NA GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

A prevaléncia da dele¢io do gene HBA - o®*’kb encontrada no presente estudo esté entre
os valores observados em outras populagdes do pais com prevaléncia variando de 14,14% a
22,22% na Bahia (ALELUIA et al., 2017b; YAHOUEDEHOU et al., 2019) e 27,3% a 29,9%
em Minas Gerais (BELISARIO et al., 2015; BELISARIO et al., 2010b).

A co-heranca de a-tal reduz os niveis de VCM e HCM em individuos com DF
(ALELUIA et al., 2017b; BELISARIO et al., 2010b; RUMANEY et al., 2014), o que foi
confirmado neste estudo. Resultados de alguns trabalhos tem observado também reducao nos
niveis de bilirrubina (ALELUIA et al., 2017; RUMANEY et al., 2014), plaquetas e reticuldcitos
(BELISARIO etal.,2010b; RUMANEY et al., 2014). Embora a co-heranca de a-tal ndo tenha
implicado em alteracdes no perfil nutricional do grupo AF em nossa populagdo e em estudo
anterior (ALELUIA et al., 2017), no grupo HbSC observou-se menor adiposidade corporal.

A presenca de dele¢do a-tal reduz as manifestagdes da disfuncdo hemolitico-endotelial,
oferecendo protegdo contra o acidente vascular cerebral (KATO, GLADWIN E STEINBERG,
2007; STEIMBERG 2009; BELISARIO 2015). A auséncia desta delegdo nas criangas
aumentou em sete vezes o risco de AVC e em trés vezes de doencas cerebrovasculares
(BELISARIO et al., 2015). Sugere-se que a reducdo de leucocitos e reticuldcitos possa
contribuir para reduzir adesdo de eritrocitos nas células endoteliais e, desta forma, estarem
envolvidos nos mecanismos de prote¢do da a-tal (BELISARIO et al., 2010b; RUMANEY et
al.,2014).
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6.6 INFLUENCIA DA HIDROXIUREIA NO ESTADO NUTRICIONAL E NA
GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

Mais de 50% da populagdo estudada com AF fazia uso da Hidroxiureia e semelhantes a
estudos prévios nenhum efeito foi observado do uso de Hidroxiureia no estado antropométrico
e niveis de vitamina D (ESEZOBOR et al., 2016; WINTERS; KETHMAN; KANTER, 2014)
como também no estado de vitamina A.

A influéncia da Hidroxiureia no perfil lipidico em individuos com AF nao foi observada
em alguns estudos (LALANNE-MISTRIH et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2017). Os maiores
niveis de apoAl e HDL-C na populagdo estudada com AF em uso de Hidroxiureia parece ter
ocorrido por efeito indireto deste fArmaco, visto a nao associagdo da Hidroxiureia com a HDL-
C no modelo multivariado, mas sim desta lipoproteina com os niveis de Hb. Este resultado
sugere o efeito do grau da anemia na hipocolesterolemia. Assim, a melhora do subfen6tipo de
hemolise, com consequente redugdo da eritropoiese ¢ do consumo de lipidios nesse processo
poderia explicar o melhor perfil lipidico em individuos em terapia com Hidroxiureia.

Os efeitos da Hidroxiureia nos marcadores de gravidade laboratoriais tais como reducdo
de bilirrubinas, LDH e LT e aumento de Hb e HbF, esta bem determinada na literatura (BISPO
et al., 2017; KEIKHAEI;, YOUSEFI; BAHADORAM, 2015; LOPES DE CASTRO LOBO et
al.,2013; PHILLIPS et al., 2018; RIGANO et al., 2018).

Hidroxiureia ¢ um agente citostatico que ao induzir a produ¢do de HbF, reduz a
polimerizacdo da Hb falciforme (MCGANN; WARE, 2015). Além disso, a Hidroxiureia possui
importantes propriedades anti-inflamatorias, pelo efeito indireto de inibir a polimerizagdo da
HbS quanto por efeitos anti-inflamatorios diretos (LANARO et al., 2009). Devido a seus efeitos
primarios, a Hidroxiureia reduz significativamente crises dolorosas e sindrome toracica aguda
(BISPO et al., 2017; RIGANO et al., 2018). No Brasil, os pacientes com DF eletivos para uso
de Hidroxiureia sao aqueles que mostram parametros hematoldgicos de maior gravidade e que
refletiriam em complicagdes clinicas mais graves ao longo da vida. Como nos ndo avaliamos
dados clinicos e laboratoriais anteriores ao uso da Hidroxiureia ndo foi possivel afirmar se o

efeito do medicamento reduziu a diferenca prévia de gravidade dos individuos.
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6.7 HOMEOSTASE LIPIDICA NA DOENCA FALCIFORME: ENVOLVIMENTO DA
GRAVIDADE DA DOENCA E DE POLIMORFISMOS NO GENE CETP

A dislipidemia tem sido considerada um dos subfendtipos da DF (ADEGOKE,
OLADOTUN e AKINTUDE, 2016; AKINLADE et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017). No
presente estudo foi observada hipocolesterolemia, caracterizada principalmente pelos niveis
baixos de HDL-C e apoAl, e casos de hipertrigliceridemia, sendo observada uma relagdo com
alguns marcadores de gravidade da doenca. Entre os grupos AF, em uso e nao uso de
Hidroxiureia, os niveis de TG foram semelhantes, entretanto, a hipocolesterolemia foi menos
acentuada no grupo AF em uso do medicamento como também no grupo HbSC. Considerando
que estes grupos (AF em uso de Hidroxiureia e HbSC) apresentaram menor gravidade da
doenca indicada pelos marcadores hematoldgicos e bioquimicos avaliados, e
hipocolesterolemia menos acentuada, ¢ possivel indicar a relagdo da hipocolesterolemia com o
quadro mais grave da doenga e assim a presenca deste subfendtipo na DF.

De forma geral, os individuos apresentaram as lipoproteinas dentro dos intervalos de
referéncia normais, porém com valores de LDL-C e apoB situados distantes do limite inferior
do intervalo de referéncia para criancas. Menores niveis de CT, HDL-C e LDL-C na AF em
comparagdo com grupo controle sem a doenca foram observados em diferentes estudos
(AKINBAMI et al.,, 2019; ZORCA et al., 2010) inclusive em populacdo pediatrica
(VANDERJAGT et al., 2002a). A hipocolesterolemia ¢ uma caracteristica comum ndo somente
na DF (ATAGA et al., 2015; FERENCE et al., 2017), mas em anemias hemoliticas de
diferentes etiologias (CHOWTA et al., 2017).

Poucos estudos investigaram a base da relagdo entre dislipidemia e DF (ATAC et al.,
2003). Alguns mecanismos fisiopatologicos tém sido propostos, entre eles a dilui¢do plasmatica
resultante de anemia, a maior demanda de colesterol devido hiperplasia eritroide, lesdo hepatica
secundaria a sobrecarga de ferro (SHALEV et al., 2007) e alteracdo na absorcdo, sintese,
redistribuicao e excrecdo (ATAC et al., 2003). A associagdo da HDL-C ou apoA1l com LT e/ou
BT, observadas neste estudo e em outras investigagdes (CHOWTA et al., 2017; ZORCA et al.,
2010), e as correlagdes inversas entre os niveis séricos de colesterol e o receptor soluvel de
transferrina, um marcador de alta atividade eritropoiética na auséncia de deficiéncia de ferro
(SHALEYV et al., 2007), reforca a relagdo da hipocolesterolemia com a gravidade da anemia.
Neste estudo, as correlagdes e/ou associagdes de marcadores do estado antropométrico e de
vitaminas com marcadores de gravidade e do perfil lipidico, como também a associagdo da Hb

com os niveis de HDL-C na DF e no grupo AF, sugere que o melhor estado nutricional e niveis
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mais altos de lipoproteinas estdo estreitamente relacionados a menor gravidade da doenga.
Segundo Akinbami et al. (2019b), a hipocolesterolemia na DF pode ndo estar relacionada a
idade, raga, condicdo socioeconomico ou dieta, mas a fatores fisiopatoldogicos da anemia
falciforme (alta atividade eritropoiética por causa do aumento do uso de colesterol, fungdo
hepética defeituosa secundaria a sobrecarga de ferro e prejudicada homeostase plasmatica pos-
absortiva com de acidos graxos), como também a diferencgas genéticas.

A herdabilidade na determinacao do perfil lipidico foi estimada entre 27% a 48% para
o HDL-C (KAESS et al., 2008). Na populacao estudada e em outras com DF estd bem
caracterizada a dislipidemia com baixos niveis de HDL-C e esta fracao lipidica foi associada
aos parametros de hemdlise e inflamatorio (Hb e LT), entretanto, nés propusemos investigar
se, além da relagdo com marcadores fisiopatoldgicos da anemia, fatores genéticos poderiam
explicar parte da variagdo. Deste modo, nos avaliamos trés variantes no gene CETP (rs3764261,
rs183130 e rs247616).

O gene CETP codifica a proteina de transferéncia de ésteres de colesterol que esta
envolvida na homeostase de lipidios tendo em vista sua fun¢ao de facilitar a transferéncia de
colesterol do HDL-C para particulas contendo apoB, tais como LDL-C, em troca de TG
(HOLMES; SMITH, 2017; KUIVENHOVEN et al., 1998). Assim como em outras populacdes
(BLAUW et al., 2018; CORELLA et al., 2010; MCCAFFERY et al., 2018), nos participantes
da pesquisa com DF, os alelos T das variantes rs183130 e rs247616 foram associados com
maiores niveis de HDL-C (> 40 mg/dL). Além disso, observaram-se efeitos positivos de
dominancia das trés variantes nos niveis de apoAl e da razdo TG/HDL-C. O alelo de menor
frequéncia do SNP rs183130 foi o mais fortemente associado aos niveis de HDL-C em uma
populagdo do Mediterraneo com alto risco para doenca cardiovascular (CORELLA et al.,
2010). Em adultos, cada copia do alelo de risco C do rs3764216 foi associada ao HDL-C basal
mais baixo (MCCAFFERY et al., 2018).

Estudos tem indicado que as alteragdes no HDL-C decorrentes de polimorfismos no
gene CETP estao relacionadas aos niveis e/ou atividade da proteina CETP (BLAUW et al.,
2018; HASSANZADEH et al, 2009). Blauw et al. (2018) estudaram trés variantes
(rs12720922, 15247616 e rs1968905) e observaram associagao com reducao nos niveis de CETP
e consequentemente com o aumento de HDL-C. Os pesquisadores encontraram nas trés
variantes a explicagdo para 16,4% de alteracao dos niveis de CETP séricos, sendo o rs247616
mais fortemente associado, sendo que o aumento de 1pg/mL na CETP sérica associou-se a
redugdo de -0,23 mmol/L na média do colesterol HDL-C e de -0,14 mmol/L na média do CT,

como também em aumentos moderados na concentragdo de LDL-C (0,08 mmol/L) e de apoB
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(0,02 g/L). O alelo de menor frequéncia do SNP rs247616 também foi considerado regulador
em outro estudo causando redugdo da expressdo de CETP in vitro (SUHY et al., 2015).

Para aumentar o poder de associagdo, avaliou-se trés haplotipos decorrentes dos SNPs
de CETP (rs247616, rs183130 e rs3764261) que estdo em alto desequilibrio de ligacdo na
populagdo estudada. No nosso conhecimento, este é o primeiro estudo envolvendo andlise de
haplotipos com as trés variantes no gene CETP em individuos com DF e ndo foram encontrados
relatos desses haplotipos em outras doencas. Houve associagao do haplotipo TTA com maiores
niveis de HDL-C, tanto na populagado total quanto nos grupos AF e HbSC. A presenca desse
haplotipo no genoétipo reduz em aproximadamente 3,5 vezes a razao de chance do individuo ter
HDL-C em baixos niveis, sendo portanto, um haplétipo protetor. Adicionalmente, a Hb também
foi explicativa para os niveis de HDL-C na analise de regressao. Portanto, embora baixos niveis
de HDL-C possam decorrer da anemia hemolitica, como observado neste estudo, por aumentar
a eritropoiese e assim a demanda de colesterol (SHALEV et al., 2007), a auséncia do haplotipo
protetor TTA do gene CETP no genétipo de pacientes com DF pode estar funcionando como
um fator modulador de risco para reducdo dos niveis de HDL-C juntamente com os efeitos
fisiopatologicos da propria anemia. Isto mostra que a dislipidemia observada na DF em vérias
populagdes pode ser minimizada ou agravada dependendo da co-heranga de variantes genéticas
envolvidas no metabolismo de lipidios ou, por outro lado, ser um fator confundidor para as
interpretagdes sobre o mecanismo fisiopatoldgico da dislipidemia na anemia. Permanece um
desafio determinar se os dois fatores (anemia per si ou variagdo genética dos niveis de lipidios)
tem sinergismo ou efeito cumulativo.

Os niveis de TG foram correlacionados com medidas de adiposidade corporal na HbSC,
mas ndo na AF, o que esta de acordo a estudo prévio (LALANNE-MISTRIH et al., 2018). Além
disso, a associagao entre TG e Hb observada nos individuos com AF neste estudo como também
por Zorca et al., (2010) indica que, nos individuos com AF, as causas da hipertrigliceridemia
podem ir além daquelas propostas para populagdo sem a DF (BLACKETT; WILSON;
MCNEAL, 2015).

Recentemente, foi postulado o envolvimento de proteinas do tipo angiopoietina
(ANGPTL), conhecidas por inibir a atividade da lipoproteina lipase (LPL) (HASSAN, 2017;
ZHANG, 2016). ANGPTL3 e 4 sao capazes de inibir a atividade da LPL o que leva a menor
depuracao do TG (KERSTEN, 2017; LI.; TENG, 2014). Curiosamente, niveis mais altos de
ANGPTL3 e 4 foram observados em adultos com AF em compara¢do com o grupo controle. A
correlagdo dos niveis de ANGPTL3 e marcadores de hemolise, como LDH, reticulocitos ¢ BT,

foi verificada por Vendrame e colaboradores (2019). Especula-se que a superprodugdo de
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ANGPTLs seja, pelo menos em parte, uma resposta hepatica a estimulos gerados por anemia
hemolitica (VENDRAME et al., 2019), visto que ANGPTLS3 e 4 sdo expressos principalmente
no figado (LI, Y.; TENG, 2014). Considerando todos estes achados e o fato da Hb ser um
importante indicador de gravidade clinica das doencas hemoliticas (BARCELLINI;
FATTIZZO, 2015), ¢ possivel visualizar a relagdo entre TG e Hb, bem como o envolvimento
do ANGPTL e LPL.

A dislipidemia, inclusive a hipertrigliceridemia, ¢ considerada um fator de risco para
eventos cardiovasculares na populacao geral (ALEXOPOULOS et al., 2019; CAl et al., 2017,
LUZ et al., 2008) e as razdes aterogénicas tem se mostrado superiores como preditores deste
risco quando comparadas a um marcador isolado (CAl et al., 2017; DA LUZ et al., 2008). No
presente trabalho, metade da populagdo com DF apresentou a razdo TG/HDL-C alterada com
valores superiores nos grupos com maior gravidade e no grupo HbSC foi correlacionada com
reticuldcitos. Maior valor desta razao foi observada em individuos com AF em comparagdo ao
grupo controle (AKINBAMI; UCHE; SULEIMAN; OGBENNA; et al., 2019; TEIXEIRA et
al., 2019), apesar de existir resultados contraditorios (OLABODE et al., 2018). A relacdo da
dislipidemia com risco de eventos vasculares em individuos com DF ainda ndo foi esclarecida.
Em adultos com DF, a razdao TG/HDL-C foi preditora de disfung¢do endotelial (ZORCA et al.,
2010) e em criangas e adolescentes com AF foi considerado um potencial marcador de eventos
vasculares, sendo positivamente associado com LT, disfun¢ao endotelial € maior velocidade de
fluxo sanguineo nas artérias cerebrais (TEIXEIRA et al, 2019). A velocidade de fluxo
sanguineo cerebral avaliado por doppler transcraniano ¢ considerada preditora de AVC
(RANKINE-MULLINGS et al., 2018) e, por sua vez, a contagem de LT associou-se com
alteragdes nos resultados do doppler transcraniano em populacdo pediatrica com AF
(OJEWUNMI et al., 2018).

O AIP ¢ um importante preditor de doenga cardiovascular (CAl et al., 2017; NOGAY,
2017) e estudos mostraram valores superiores deste marcador em individuos com AF quando
comparado ao grupo sem a doenga (AKINBAMI et al., 2019). Na AF, maior propor¢ao de
individuos com AIP alto (> 0,21) no grupo com hipertensdo pulmonar (LAMARRE et al.,
2013), sugere maior risco cardiovascular envolvendo este marcador (DOBIASOVA, 2004).
Embora em nosso trabalho o AIP tenha ficado dentro dos valores considerados de baixo risco,
ele correlacionou com varios marcadores de gravidade em nossa populagdo com DF.

Considerando a associag¢do de reticulocitose com risco de AVC (MEIER; WRIGHT;
MILLER, 2014), a relacdo entre gravidade da DF e marcadores lipidicos e o papel destes no

risco cardiovascular, reforca-se a hipdtese que a dislipidemia influencia no risco aumentado
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para doencas cardiovasculares em individuos com anemia falciforme (AKINBAMI et al.,
2019).

Maiores niveis de TG foram observados nos individuos com insuficiéncia/deficiéncia
de vitamina D. Essa relacao da vitamina D com TG foi confirmada em outros estudos (BACHA
et al., 2019; HUANG et al., 2013; MIRHOSSEINI; VATANPARAST; KIMBALL, 2017).
Bacha et al. (2019) observaram niveis mais altos de TG no tercil mais baixo de vitamina D em
adolescentes. Os mecanismos sugeridos envolvem a associagdo positiva da vitamina D com os
niveis de LPL (HUANG et al., 2013), a correlagdo negativa com PTH e a capacidade deste
hormdnio em aumentar a lipogénese (RUSCONI et al., 2015).

6.8 LIMITACOES DO ESTUDO

O estudo apresentou limitagdes como auséncia de dados hematologicos, clinicos e do
perfil lipidico anteriores ao uso de Hidroxiureia, de dosagens dos niveis plasmaticos de CETP
e LPL como também de andlises laboratoriais no grupo SDF. Entretanto, os resultados
observados sdo suficientes para concluir os objetivos propostos no trabalho.

Com a auséncia de informagdes adicionais sobre manifestagdes clinicas as analises
ficaram limitadas e impediu a identificacdo dos subfendtipos viscosidade-vaso-oclusdo e de
disfungdo hemolise-endotelial em nossa populagdo. A subnotificagdo nos prontuarios, a
dificuldade de relato dos responséaveis foram os fatores limitantes para obten¢ao destes dados.
Land et al. (2013) relatam dificuldade em distinguir os dois subfendtipos (viscosidade-vaso-
oclusao e de disfuncao hemolise-endotelial) na populagdo pediatrica devido ser baixa a taxa de
complicagdes nesta fase. Os autores consideraram niveis superiores de hemoglobina como
subfenotipo viscosidade-vaso-oclusdo e, por ser a hemolise um marcador importante do
subfendtipo disfungdo hemolise-endotelial, eles classificaram os pacientes no quartil superior
da LDH neste subfenotipo. De forma semelhante, algumas de nossas analises utilizaram esse
critério.

A andlise de pacientes atendidos em um tUnico centro € o tamanho da amostra nao
permitem a generalizacdo dos resultados, mas apesar da limitagdo referente a populacdo, foi
feito um esfor¢o amostral incluindo todos os pacientes com DF acompanhados no Hemocentro

e para o grupo SDF procedeu-se o calculo amostral.
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7 CONCLUSOES

Os individuos com DF pertenciam aos menores extratos socioeconOmicos e
apresentaram alta frequéncia de deficit nutricional. Na classe socioecondmica mais baixa
observaram-se menores valores de EZ-AI e maior de BI no grupo AF como também menor
nivel de vitamina A no grupo HbSC.

A dislipidemia presente foi caracterizada pela hipocolesterolemia, devido
principalmente aos baixos niveis de HDL-C e apoAl, como também pela hipertrigliceridemia.
O deficit antropométrico e de vitaminas A e D, a dislipidemia e a gravidade da doenga foram
mais acentuadas no grupo AF.

Na AF, os menores valores de EZ-IMCI e vitamina A foram relacionados a menores
valores de CT e/ou LDL-C, entretanto, menores niveis de vitamina D proporcionaram maiores
niveis de CT, ndo-HDL-C, TG, TG/HDL-C e AIP. Além disso, o estado nutricional foi
associado com marcadores de hemolise e/ou inflamagao. Enquanto a vitamina A foi associada
de forma positiva com Hb e negativa com a LDH, os valores de TG, HDL-C, apoAl e EZ-IMCI
foram negativamente associados com Hb, LT, BT e LDH, respectivamente. Adicionalmente, o
PTH foi correlacionado de forma negativa com vitamina D em ambos os grupos (AF ¢ HbSC).

O valor do AngF foi inferior em individuos com AF quando comparado com controles
SDF e se mostrou associado de forma positiva aos valores de Hb, HbF e negativa com
reticulocitos e LDH, indicando ser uma estratégia promissora na predi¢do da gravidade na AF.

A co-heranga de a-tal contribuiu para menores valores de VCM e HCM em ambos os
grupos € na HbSC para menor adiposidade corporal e niveis de vitamina A.

Nos meninos com AF, os quais apresentaram maior gravidade laboratorial em relagdo
as meninas, os niveis dos marcadores de hemodlise e de inflamagdo apresentaram relagdo
proporcional com a hipocolesterolemia.

A Hidroxiureia ndo influenciou no estado nutricional, mas melhorou o perfil lipidico
provavelmente por efeito indireto, visto sua associagao com niveis de Hb e dessa com os niveis
de HDL-C. Assim, a Hb, como também as variantes do gene CETP investigadas, foram
determinantes do subfenétipo dislipidémico. A auséncia do haplétipo TTA dos SNPs
(rs247616, rs183130 e rs3764261) do gene CETP aumenta o risco de ter baixos niveis de HDL-
C. Portanto, variantes do gene CETP somados aos fatores intrinsecos da propria anemia
hemolitica poderiam explicar parte da variagdo observada na dislipidemia em pacientes com

DF.



98

Este trabalho contribuiu para um melhor conhecimento sobre o estado nutricional de
criangas e adolescentes com DF e sua relagdo com a gravidade da doenga enfatizando a
importancia da avaliacao e do cuidado nutricional deste grupo, principalmente na AF, com o
objetivo de melhorar o quadro da doenga e minimizar as repercurssdes no desenvolvimento
infantil. O estudo também mostrou que a medida do AngF pode ser uma ferramenta util de
triagem na AF contribuindo com informagdes para desenvolvimento de novas pesquisas que
venham identificar valores de referéncia para este grupo. Finalmente, este estudo, ao mostrar a
influéncia de variantes no gene CETP na determinagdo dos niveis superiores de HDL-C, agrega
conhecimentos para tentar explicar a dislipidemia para melhor compreensdo dos aspectos
fisiopatologicos decorrentes da homeostase lipidica na DF, ndo sendo esgotadas as explicagdes
para esse subfenotipo.

Estudos adicionais e prospectivos com representagao populacional sao necessarios para
confirmar as associagdes aqui observadas entre o estado nutricional, perfil lipidico e marcadores

de gravidade e identificar os impactos futuros na gravidade clinica da doenca falciforme.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Hemominas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O  menor , sob sua

responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de
pesquisa “Estudos diagnostico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos
com doenca falciforme (genotipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de
Governador Valadares e de Uberaba da Fundagdo Hemominas”. O motivo que nos leva a
desenvolver este projeto ¢ que queremos saber se a quantidade de gorduras estao relacionadas
a doenga falciforme; se o paciente tem também a alfa-talassemia (uma outra forma de anemia
hereditaria) além da doenga falciforme e se algum quadro clinico apresentado esté relacionado

a estes exames.

Para esta pesquisa nés precisamos de sua autorizagdo para: 1.coletar seus dados pessoais, 0s
resultados de exames laboratoriais e clinicos incluindo o de Doppler transcraniano e outras
informagdes que o médico da Fundagcdo Hemominas escreveu no prontudrio; 2. Coletar sangue
para fazer estudos em laboratdrio tais como exame genético, gorduras do sangue e outras
substancias; 3. realizar medidas do corpo tais como: peso, altura,quantidade da gordura do
corpo, sendo gordura total além da gordura brago e das costas, 4.conhecer alimentagcdo do
menor; 5. coletar informagdes da situagdo social e econdmica de sua familia.Todas as
avaliagOes serdo feitas no Hemocentro de Governador Valadares da Fundagcao Hemominas no

dia agendado da consulta médica.
Para estes objetivos nds adotaremos os seguintes procedimentos com o menor:

1. Coletaremos um tubo de 4,5mL de sangue para separar o material genético, o DNA, e
fazer estudos genéticos relacionados a doenga falciforme. Em outro momento sera
coletado um tubo de 4,5 mL para as analises de gorduras e outras substancias tais como
vitaminas e minerais. Se necessdrio sera coletado um outro tubo de 4,5mL para
complementar as andlises. Cada andlise sera realizada somente uma vez. As coletas de
sangue vao acontecer durante a coleta de exames de rotina por um profissional da

Hemominas, sendo apenas um tubo por vez.

2. Pesagem em balanca, medida da altura em um estadidmetro, medidas do seu brago
utilizando uma fita métrica e avalia¢ao da gordura do braco e das costas utilizando um

aparelho chamado adipdmetro. O menor devera estar sem sapatos e levantar a blusa
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para as medidas na sua presenca. Também iremos realizar um exame chamado
bioimpedancia. Neste exame o menor devera deitar em uma maca e serdo ligados dois
fios chamados eletrodos nos pés e dois nas maos.

3. Avaliacdo da alimentagdo por entrevista com sua participagdo em trés momentos
diferentes, sendo sempre no dia das consultas médicas na Fundagdo Hemominas a
pedido do médico que o acompanha. Para esta avaliacdo serd utilizado um kit de
medidas caseiras composto por copo, concha, colher e prato. Além disso, um livro
ajudard a definir as por¢des consumidas através da apresentacdao de imagens com
tamanhos diferentes de porgdes

4. Avaliagdo da situagdo socioecondmica da familia feita por entrevista com vocé para
obter informacgdes relacionadas a quanto tempo de estudo tem o responsavel pelo
menor ou o chefe da familia, quantos aparelhos domésticos eletroeletronicos tem na

casa dentre outras. Nao serd investigada a renda familiar.

Serdo necessarios em média vinte minutos para realizar cada procedimento descrito acima.

Para participar deste projeto, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes desta pesquisa, ele tem asseguradoo direito a indenizacdo. Ele sera
esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a
participar. Vocé€, como responsavel pelo menor, poderd retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo dele a qualquer momento, mesmo assinando o presente termo. A
participagdo dele € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que ¢ atendido(a) pelo pesquisador que ird tratar a identidade do
menor com padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade. O menor nao sera identificado

em nenhuma publicacao.

Este projeto apresenta poucos riscos para o menor e podemos citar: no exame de
bioimpedancia ndo ha nenhum desconforto mas em caso de uso de marcapasso pode afetar sua
atividade elétrica. Além disso, existem poucos estudos utilizando a bioimpedancia em
gestantes. Por esta razdo esta avaliacdo ndo poderd ser realizada nestas duas situagdes,
inclusive em casos de risco de gestacdo, mesmo se ainda ndo comprovada. Assim, vocé e o
menor a partir de 12 anos deverdo assinar uma declaragao sobre esta situacdo no dia da
avaliacdo. O risco de quebra de confidencialidade sera diminuido com a utilizagao de cédigos

alfanuméricos para identificar as informagdes de sua avaliagdo, as quais serdo incluidas no
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banco de dados que estard em um unico computador com acesso protegido por senha onde
somente os pesquisadores terdo acesso. Caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, vocé tera assegurado o direito a indenizagao.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderao ajudar o médico
a tratar melhor a doenca falciforme; pois pode trazer novos conhecimentos da doenga. Os
resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizado. Se houver alteragdes
significativas, vocé e o menor serao orientados a buscar ajuda profissional e receberao
orientagdes através de material impresso. Orientacdes diretas com um dos membros da equipe

também poderdo ser solicitadas através dos contatos disponibilizados neste documento.

Os dados e os instrumentos utilizados no projeto ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo destruidos. Este termo de
consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia serad
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
(Resolug@o N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informacdes somente

para os fins académicos e cientificos.

Declaracio de consentimento

Eu, >
portador(a) do documento de Identidade , responsavel pelo menor
, prontuario , residente no
enderego (Rua/Av) N°. ________complemento
Bairro Cidade MGQG),
fone de contato () fui informado(a) dos objetivos do presente estudo

de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dtvidas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar a decisdo do menor sob minha responsabilidade de
participar, se assim o desejar.Declaro que concordo com a participagd@o do menor. Recebi uma
via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de
ler e esclarecer as minhas dtvidas.

Local: Governador Valadares, de de 20 .

Nome e Assinatura do(a) Responsavel
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Nome e Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Em caso de davidas com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

CEP-Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas

Alameda Ezequiel Dias,321-Santa Efigénia—Belo Horizonte —-Minas Gerais. CEP30130-110
Fone:(31)3768-4587

Pesquisador Responsavel: CIBELE VELLOSO RODRIGUES

Endereco: Av. Dr. Raimundo Monteiros Rezende, 330-Centro, CEP: 35010-177 Governador
Valadares/ MG, Fone: (33) 91506745,

E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Escolar

‘«Jf UNiversipaDE Feperat DE Juiz pe Fora

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O menor , sob

sua responsabilidade, estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de
pesquisa “ESTUDOS DE INDICADORES NUTRICIONAIS E BIOMARCADORES
BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM INDIVIDUOS COM DOENCA FALCIFORME
ACOMPANHADOS NO HEMOCENTRO DE GOVERNADOR VALADARES, MINAS
GERAIS”. No6s estamos convidando o menor porque ele ndo possui a doenga falciforme que
pode acontecer em algumas criangas. Esta doenca ¢ objeto do nosso projeto e o menor sera

incluido nela para fazer parte do grupo controle.

O objetivo desta pesquisa e avaliar o estado nutricional de criancas e adolescentes com
doenga falciforme e comparar com os resultados de criangas que nao tem a doenga. O motivo
que nos leva a pesquisar esse assunto ¢ a necessidade de conhecer melhor os efeitos da doenca
falciforme para buscar um melhor tratamento que possa contribuir para o desenvolvimento

adequado das criangas e adolescentes acometidos por ela.

Se vocé concordar na participa¢do do menor no estudo, realizaremos na escola em que ele
estuda os procedimentos abaixo, sendo necessario, em média, vinte minutos para cada
procedimento.

1. medida da altura e do peso apds retirar os sapatos.

2. medida do percentual de gordura corporal por um exame chamado bioimpedancia. Para
isto o menor devera deitar-se numa maca e fios, chamados eletrodos, serdao ligados nos
pés e maos para realizar o teste.

3. aplicacdo de um questiondrio para obter informagdes sobre a situagao socioeconomica
de sua familia que serd feita através de uma entrevista com vocé para obter informacdes
relacionadas a quanto tempo de estudo tem responsavel ou chefe da familia, quantos
aparelhos domésticos eletroeletronicos tem na casa dentre outras. Nao serd investigada
a renda familiar. Esta avaliagdo sera feita na escola ou em local indicado por vocé ou

ainda, se preferir, o questionario podera ser encaminhado para ser respondido em casa.
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Para participar desta pesquisa, o0 menor sob sua responsabilidade ndo terd nenhum custo,
nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, ele tem asseguradoo direito a indenizacao. Ele
serd esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estard livre para participar ou recusar-se
a participar. O (A) Sr. (a), como responsavel pelo menor, podera retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo dele a qualquer momento, mesmo assinando o presente termo. A
participacao dele ¢ voluntaria e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou
modificagdao na forma em que ¢ atendido(a).

O pesquisador ird tratar a identidade do menor com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N°® 466/12 do Conselho Nacional de Saude),

utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

O menor nao serd identificado em nenhuma publicagdo. Os riscos que podemos citar
nos procedimentos desta pesquisa sdo: no exame de bioimpedancia ndo ha nenhum
desconforto mas em caso de uso de marcapasso pode afetar sua atividade elétrica. Além disso,
existem poucos estudos utilizando a bioimpedancia em gestantes. Por esta razao esta avaliagao
ndo podera ser realizada nestas duas situagdes, inclusive em casos de risco de gestacdo, mesmo
se ainda ndo comprovada. Assim, vocé € o menor a partir de 12 anos deverdo assinar uma
declaracdo sobre esta situacao no dia da avaliacao. O risco de quebra de confidencialidade sera
diminuido com a utilizagdo de codigos numéricos para identificar as informagdes de sua
avaliagdo, as quais serdo incluidas no banco de dados que estard em um unico computador

com acesso protegido por senha onde somente os pesquisadores terdo acesso.

Em relag¢do aos beneficios podemos citar: a pesquisa contribuira para identificar um
melhor tratamento da doenga falciforme, pois pode trazer novos conhecimentos. Os resultados
da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizado. Se houver altera¢des significativas,
vocé e o menor serdo orientados a buscar ajuda profissional e receberdo orientagdes através de
material impresso. Orientagdes diretas com um dos membros da equipe também poderao ser

solicitadas através dos contatos disponibilizados neste documento.

O nome ou o material que indique a participacao do menor ndo sera liberado sem a sua
permissao. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o

pesquisador responsavel, por um periodo de 5(cinco) anos, e ap6s esse tempo serdo destruidos.
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Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora, campus

Governador Valadares e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Declaracio de consentimento

Eu, R
portador(a) do documento de Identidade , responsavel pelo menor
, nascido em
/ / com idade de anos*, prontudrio , residente no
enderego (Rua/Av) N°.
complemento Bairro Cidade
(MG), fone de contato ( )

fui informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira

clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
novas informagoes, € 0 meu responsavel podera modificar a decisao de participar se assim o
desejar. Declaro que concordo em participar dessa pesquisa, que recebi uma via deste termo de

assentimento e que me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

s de de 20

Nome Assinatura do responsavel pelo menor Data

Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé€ podera consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF - Campus Universitario da UFJF. Pro-Reitoria
de Pesquisa. CEP: 36036-900. Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
CEP-Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas - Alameda Ezequiel Dias,321, Santa
Efigénia—Belo Horizonte —Minas Gerais. CEP30130-110. Fone:(31)3768-4587

Pesquisador Responsavel em GOVERNADOR VALADARES: CIBELE VELLOSO
RODRIGUES. Endere¢o: Av. Dr. Raimundo Monteiros Rezende, 330-Centro, CEP: 35010-
177 — Governador Valadares/ MG. Fone: (33) 91506745 - E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br
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APENDICE C - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - Hemominas

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa “Estudos
diagnostico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenca
falciforme (gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador
Valadares e de Uberaba da Fundacdo Hemominas™.

Para esta pesquisa nés precisamos de sua autorizagdo para:l.coletar seus dados pessoais, 0s
resultados de exames laboratoriais e clinicos incluindo o de Doppler transcraniano e outras
informacdes que o médico que o atende na Fundacdo Hemominas escreveu no seu prontuario
médico; 2. Coletar um pouco do seu sangue para fazer estudos em laboratdrio tais como
gorduras do sangue e outras substancias; 3. realizar medidas do seu corpo tais como: peso,
altura,quantidade da gordura do corpo, sendo gordura total além da gordura braco e das costas,
4.conhecer sua alimentagdo; 5. coletar informagdes da situacdo social e economica de sua
familia.Todas as avaliagdes serdo feitas no Hemocentro de Governador Valadares da Fundagao

Hemominas no dia agendado de sua consulta médica.

Os procedimentos que serdo realizados com sua participacdo serdo:

1. Coleta de um tubo de 4,5 mL de sangue para separar o material genético, o DNA, e fazer
estudos genéticos relacionados a doenca falciforme. Em outro momento sera coletado um tubo
de 4,5 mL para as analises de gorduras e outras substancias tais como vitaminas e minerais. Se
necessario serd coletado um outro tubo de 4,5mL para complementar as analises. Cada anélise
serd realizada somente uma vez. As coletas de sangue vao acontecer durante a coleta de exames
de rotina por um profissional da Hemominas, sendo apenas um tubo por vez.

2. Medidas do corpo: pesagem em balang¢a, medida da sua altura em um estadiometro, medidas
do seu braco utilizando uma fita métrica e avaliagdo da gordura do brago e das costas utilizando
um aparelho chamado adipometro. Vocé devera estar sem sapatos e levantar a blusa para as
medidas na presenca de seu responsavel.Também iremos realizar um exame chamado
bioimpedancia. Neste exame vocé deverd deitar em uma maca e serdo ligados dois fios

chamados eletrodos nos seus pés e dois nas suas maos.
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3. Avaliagdo da alimentacdo através de entrevista com vocé e com o seu responsavel em trés
momentos diferentes, sendo sempre no dia das consultas médicas na Funda¢do Hemominas a
pedido do médico que o acompanha. Para esta avaliacdo serd utilizado um kit de medidas
caseiras composto por copo, concha, colher e prato. Além disso, um livro ajudaré a definir as
porc¢des consumidas através da apresentacdo de imagens com tamanhos diferentes de porgdes.
4. Avaliacdo da situagdo socioecondmica de sua familia feita por entrevista com o responsavel
por vocé para obter informagdes relacionadas a quanto tempo de estudo tem seu responsavel ou
chefe da familia, quantos aparelhos domésticos eletroeletronicos tem na casa dentre outras. Nao

sera investigada a renda familiar.

Serdo necessarios em média vinte minutos para realizar cada procedimento descrito acima.

A sua participacao € voluntaria ¢ a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que ¢é atendido(a) pelo pesquisador que ird tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo. Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera
autorizar e assinar um termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum gasto, nem recebera
qualquer dinheiro. Vocé seré esclarecido(a) de qualquer coisa que desejar saber e pode aceitar
participar ou ndo. Vocé e o seu responsavel poderdo retirar o consentimento ou interromper a
sua participagdo a qualquer momento, mesmo assinando o presente termo. Vocé ndo serad

identificado em nenhuma publicagdo.

Este projeto apresenta poucos riscos para vocé e podemos citar: dor no local da picada e
formag¢do de uma mancha roxa, o hematoma, no local da picada. O sangue serd coletado por
profissional experiente que atende na Fundagdo Hemominas durante a coleta de sangue para
exames de rotina; a mancha roxa desaparece em alguns dias. O exame da bioimpedancia nao
causa nenhum desconforto, mas em caso de uso de marcapasso pode afetar sua atividade elétrica
e, em caso de gestantes, existem poucos estudos que utilizaram este aparelho. Por esta razao
esta avaliagdo ndo poderd ser realizada nestas duas situacdes, inclusive em casos de risco de
gestacdo, mesmo se ainda ndo comprovada. Assim, vocé e seu responsavel deverdo assinar uma
declaracdo sobre esta situacdo no dia da avaliagdo. O risco de quebra de confidencialidade sera
diminuido com a utilizacdo de cddigos alfanuméricos para identificar as informagdes de sua
avaliagdo, as quais serdo incluidas no banco de dados que estard em um tinico computador com

acesso protegido por senha onde somente os pesquisadores terdo acesso. Caso sejam
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identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tera assegurado o direito

a indenizagao.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderdo ajudar o seu
médico a tratar melhor a doenca falciforme; pois pode trazer novos conhecimentos da doenga.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizado. Se houver alteragdes
significativas, vocé e o seu responsavel serdao orientados a buscar ajuda profissional e receberao
orientagdes através de material impresso. Orientacdes diretas com um dos membros da equipe

também poderdo ser solicitadas através dos contatos disponibilizados neste documento.

Os dados e instrumentos utilizados no projeto ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo destruidos. Este termo de
consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia serad
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
(Resolugao N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente

para os fins académicos e cientificos.

Declaracio de consentimento

Eu, ,
portador (a) do documento de Identidade (se ja tiver documento),
nascidoem  / / com idade de anos, prontuario
, residente no endereco (Rua/Av)
N°. complemento
Bairro Cidade MQG),
fone de contato () fui informado (a) dos objetivos da presente

pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas diividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes, € 0 meu responsavel podera modificar a
decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja
assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma copia deste termo
de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Local: ,data: de de 20 )
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Assinatura do (a) menor

Assinatura do (a) pesquisador (a)

Em caso de davidas com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

CEP-Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas

Alameda Ezequiel Dias,321-Santa Efigénia—Belo Horizonte —Minas Gerais. CEP30130-110
Fone:(31)3768-4587

Pesquisador Responsavel em GOVERNADOR VALADARES: CIBELE VELLOSO
RODRIGUES

Endereco: Av. Dr. Raimundo Monteiros Rezende, 330-Centro, CEP: 35010-177 —
Governador Valadares/ MG

Fone: (33) 91506745 - E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br



128

APENDICE D - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido —Escolar

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé , esta esta

sendo convidado (a) como voluntdario (a) a participar da pesquisa “ESTUDOS DE
INDICADORES NUTRICIONAIS E BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E MOLECULARES
EM INDIVIDUOS COM DOENCA FALCIFORME ACOMPANHADOS NO HEMOCENTRO
DE GOVERNADOR VALADARES, MINAS GERAIS”. Nos estamos convidando vocé porque
nao possui a doenga falciforme que pode acontecer em algumas criangas e adolescentes. Esta
doenca ¢ objeto do nosso projeto e voc€ poderd ser incluido nela para fazer parte do grupo

controle.

O objetivo desta pesquisa ¢ conhecer o estado nutricional, os habitos alimentares e resultados
de exames de sangue em criangas e adolescentes com doenga falciforme e, posteriormente
comparar alguns resultados com criancas que nao tem doenga falciforme. O motivo que nos
leva a pesquisar esse assunto ¢ a necessidade de conhecer melhor a doenga para buscar um
melhor tratamento que possa contribuir para o desenvolvimento adequado das criangas e

adolescentes acometidos por ela.

Se vocé concordar em participagdo do estudo, realizaremos na escola em que vocé estuda os

procedimentos abaixo, sendo necessario, em média, vinte minutos para cada procedimento.

1. medida da altura e do peso apds retirar os sapatos.

2. medida do percentual de gordura corporal por um exame chamado bioimpedancia. Para
isto o menor devera deitar-se numa maca e fios, chamados eletrodos, serdao ligados nos
pés e maos para realizar o teste.

3. aplicacdo de um questiondrio para obter informagdes sobre a situagdo socioeconomica
de sua familia que serd feita através de uma entrevista com vocé para obter informagdes
relacionadas a quanto tempo de estudo tem responsavel ou chefe da familia, quantos
aparelhos domésticos eletroeletronicos tem na casa dentre outras. Nao sera investigada

a renda familiar. Esta avaliagdo serd feita na escola ou em local indicado por vocé ou
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4. ainda, se preferir, o questiondrio podera ser encaminhado para ser respondido em casa.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé ndo terda nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem financeira.
Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa,
vocé tem assegurado o direito a indenizacdo. Vocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto
que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. O responsavel por vocé podera retirar
0 consentimento ou interromper a sua participagdo a qualquer momento. A sua participagao ¢
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na

forma em que ¢ atendido (a).

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e

confidencialidade. Vocé ndo serd identificado em nenhuma publicagao.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em: no exame de bioimpedancia ndo ha nenhum
desconforto mas em caso de uso de marcapasso pode afetar sua atividade. Além disso, existem
poucos estudos utilizando a bioimpedancia em gestantes. Por esta razdo esta avaliagcdo ndo
podera ser realizada nestas duas situacgoes, inclusive em casos de risco de gestagdo, mesmo se
ainda ndo comprovada. Assim, vocé e seu responsavel deverdo assinar uma declaracao sobre
esta situacdo no dia da avaliagdo. O risco de quebra de confidencialidade sera diminuido com
a utilizagdo de codigos numéricos para identificar as informagdes de sua avaliacdo, as quais
serdo incluidas no banco de dados que estara em um tnico computador com acesso protegido
por senha onde somente os pesquisadores terdo acesso. Caso sejam identificados e

comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé terd assegurado o direito a indenizagao.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar que os resultados poderao trazer novos
conhecimentos sobre a doenga falciforme que podem resultar em melhoria no tratamento. Para
vocé havera a possibilidade de conhecimento sobre seu estado nutricional, pois os resultados
estardo a sua disposicdo e de seu responsavel ao final do projeto. Se houver alteracdes
significativas, vocé e seu responsavel serdo orientados a buscar ajuda de profissional e
receberao orientagdes através de material impresso. Orientagdes diretas com um dos membros
da equipe também poderdao ser solicitadas através dos contatos disponibilizados neste

documento.
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O nome ou o material que indique a participagdo do menor ndo serd liberado sem a sua
permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel, por um periodo de 5(cinco) anos, e apds esse tempo serao destruidos.
Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislag@o brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as

informacdes somente para os fins académicos e cientificos.
Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera

arquivada pelo pesquisador responsavel, na Universidade Federal de Juiz de Fora, campus

Governador Valadares e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Declaraciao de consentimento

Eu, ,
portador (a) do documento de Identidade (se ja tiver documento),
nascido em / / com idade de anos,  prontudrio
, residente no endereco (Rua/Av)
Ne.
complemento Bairro
Cidade (MG), fone de contato () fui

informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, € 0 meu
responsavel podera modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento
do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi
uma via deste termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

duavidas.

, de de 20

Nome Assinatura do menor Data

Nome Assinatura pesquisador

Data
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Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé€ podera consultar:

Comité de Etica em
Pesquisa/UFJF

Campus Universitario da
UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa
CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-
mail:

cep.propesq@ufjf.edu.br

Comité de Etica em
Pesquisa/Hemominas
Alameda Ezequiel Dias, 321
— Santa Efigénia — Belo
Horizonte - Minas Gerais.
CEP 30130-110

Fone:(31) 3768-4587

Pesquisadores
Responsaveis em
GOVERNADOR
VALADARES:
CIBELE
RODRIGUES
DOMICIO A. DA COSTA
JUNIOR

VELLOSO

Endereco: Av. Dr. Raimundo
Monteiros Rezende, 330-
CentroCEP: 35010-177 -
Governador Valadares/ MG
Fone: (33) 91506745

E-mail:

naorigen@ufjf.edu.br



Data da avaliacao:

Paciente:

APENDICE E - Questionario para coleta de dados clinicos

1. Ocorreram internacdes dentro de seis meses? Desde ......c..occvveevieiiiciieicecciieee e,

132

Meés/ano

Dias
internado

Motivo/sintomas

2. Teve algum problema sem internacdo dentro de 3 meses?

DIESAE e et e et e e e e ———eee e e ———eeaaaa———eeaaa———eeeaar——aaeeaaaa—s
Més/ano Medicamento Motivo/sintomas
usado
Transfusao: Se sim, quando?
Uso de HU:

Outras medicagdes/suplementos:

Menarca?

Se sim, quando?
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APENDICE F - Tabela Suplementar 1: Correlagio entre marcadores do estado nutricional e marcadores de gravidade na doenga falciforme

VACM BT BD BI Ret Hb VCM HCM PLAQ LT LDH

r -0,133 -0,178 -0,184 -0,167 -0,132 0,354 -0,106 -0,070 -0,300 -0,272 -0,287

EZ-IMCI p 0,282 0,044 0,037 0,059 0,147 <0,001 0,237 0,433 0,001 0,002 0,001
n 65 127 127 127 120 125 125 125 121 121 127

r -0,214 -0,071 -0,029 -0,074 -0,169 0,230 -0,027 0,001 -0,253 -0,079 -0,168

EZ-Al p 0,082 0,421 0,743 0,407 0,063 0,009 0,761 0,996 0,005 0,387 0,057
n 65 127 127 127 120 125 125 125 121 121 127

r -0,359 -0,095 -0,096 -0,090 -0,137 0,362 0,067 0,093 -0,202 -0,115 -0,341

CB p 0,004 0,288 0,283 0,316 0,136 <0,001 0,456 0,303 0,027 0,212 <0,001
n 62 124 124 124 118 123 123 123 118 118 124

r 0,039 -0,073 -0,051 -0,072 -0,061 0,167 -0,057 -0,090 -0,143 -0,049 -0,209

>DC p 0,760 0,418 0,568 0,421 0,505 0,063 0,527 0,320 0,119 0,596 0,019
n 62 124 124 124 118 123 123 123 118 118 124

r -0,381 -0,079 -0,094 -0,072 -0,144 0,331 0,057 0,106 -0,153 -0,081 -0,280

AMB p 0,002 0,380 0,294 0,425 0,117 <0,001 0,530 0,239 0,096 0,379 0,001
n 62 124 124 124 118 123 123 123 118 118 124

r -0,075 -0,131 -0,059 -0,134 -0,093 0,301 0,004 0,030 -0,104 -0,100 -0,255

GC p 0,591 0,162 0,531 0,153 0,337 0,001 0,970 0,754 0,281 0,300 0,006
n 52 114 114 114 107 112 112 112 108 108 114

r 0,167 -0,093 -0,167 -0,078 -0,228 0,406 <0,001 -0,015 -0,291 -0,176 -0,442

Vitamina A P 0,197 0,302 0,062 0,383 0,015 <0,001 0,998 0,868 0,002 0,058 <0,001
n 59 124 124 124 112 117 117 117 114 114 124

r 0,242 -0,324 -0,205 -0,323 -0,189 0,256 -0,247 -0,252 -0,318 -0,238 -0,284

VitaminaD p 0,060 <0,001 0,021 <0,001 0,043 0,005 0,007 0,006 <0,001 0,010 0,001
n 59 126 126 126 113 118 118 118 115 115 126
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Tabela Suplementar 1: Correlacio entre marcadores do estado nutricional e marcadores de gravidade na doenga falciforme (continuagao)

VACM BT BD BI Ret Hb VCM HCM PLAQ LT LDH

r 0,090 -0,242 -0,145 -0,242 -0,168 0,198 -0,152 -0,181 -0,071 -0,235 -0,187

APOAL p 0,474 0,006 0,101 0,006 0,067 0,027 0,091 0,044 0,439 0,010 0,033
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

r 0,009 0,081 0,131 0,067 0,244 -0,089 0,061 0,019 0,165 0,065 0,126

Nao HDL-C p 0,941 0,363 0,138 0,451 0,007 0,324 0,499 0,836 0,071 0,480 0,156
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

r -0,037 -0,211 -0,133 -0,211 -0,239 0,200 -0,018 -0,036 -0,068 -0,262 -0,132

HDL-C p 0,768 0,016 0,132 0,017 0,009 0,026 0,846 0,694 0,461 0,004 0,136
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

r 0,107 0,288 0,245 0,280 0,290 -0,316 0,001 -0,016 0,217 0,319 0,300

TG p 0,396 0,001 0,005 0,001 0,001 0,000 0,991 0,859 0,017 0,000 0,001
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

r -0,062 0,191 0,178 0,181 0,315 -0,181 0,044 0,043 0,227 0,243 0,193

TG/HDL p 0,623 0,030 0,044 0,040 0,000 0,044 0,631 0,635 0,013 0,008 0,029
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

r 0,088 0,295 0,244 0,287 0,292 -0,274 0,048 0,035 0,186 0,312 0,288

AlIP p 0,487 0,001 0,005 0,001 0,001 0,002 0,593 0,700 0,042 0,001 0,001
n 63 127 127 127 117 122 122 122 118 118 127

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: EZ-IMCI, escore Z do indice de massa corporal por idade; EZ-AI escore Z do indice altura por idade. CB, circunferéncia braquial; > DC, soma das dobras
cutaneas tricipital e subescapular; GC, gordura corporal; AMB, area muscular do brago; apoA1, apolipoproteina Al; CT, colesterol total; LDL-C, lipoproteina
de baixa densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG/HDL-C, razéo de triglicerideos
para lipoproteina de alta densidade; AIP, indice aterogénico de plasma; BT, bilirrubina total; BD, bilirrubina direta; BI, bilirrubina indireta; LDH, lactato
desidrogenase; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; LT, leucécitos totais. Resultados significativos

(p<0,05) destacados em negrito.
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APENDICE G - Tabela Suplementar 2: Associacio entre estado nutricional e marcadores

de gravidade na doenca SC em analise de regressao linear multipla

Variavel B IC P
Reticulécitos (%) - R* = 0,24; p <0,001

Constante -0,025 -0,685; 0,635 -

TG 0,017 0,009; 0,025 <0,001
Hemoglobina (g/dL) - R*= 0,08; p = 0,032

Constante 11,445 11,180; 11,710 -

EZ-IMCI 0,239 0,021; 0,456 0,032
Leucocitos (10°/mm?) - R*= 0,09; p = 0,027

Constante 3,56 0,41; 6,71 -

Vitamina A 9,73 1,15; 18,31 0,027

LDH (U/L) - R>=0,20; p = 0,011

Constante 276,677 187,136; 366,218 -

TG 1,393 0,535; 2,251 0,002

Vitamina A -278,247 -490,991; -65,504 0,011

Fonte: proprio autor.

Nota: f3, coeficiente de regressio; IC, intervalo de confianga; EZ-IMCI, escore Z do indice de massa
corporal; TG, trigliceridios; LDH, lactato desidrogenase. Variaveis que entraram em cada analise -
reticuldcitos: trigliceridios, ndo-HDL-C; hemoglobina: EZ-IMCI; leucdcitos: vitamina A; LDH:
vitamina A, colesterol total, trigliceridios; bilirrubina total: trigliceridios ¢ somatério de dobras
cutineas; plaquetas: EZ-IMCI. Hidroxiureia, idade e sexo foram incluidos em todas as analises. 'Os
niveis de bilirrubina total passaram por transformacdo logaritmica. Foi utilizado o método stepwise.
Resultados significativos (p<0,05) das variaveis analisadas destacados em negrito.
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APENDICE H - Tabela Suplementar 3: Dados antropométricos, clinicos e laboratoriais de

acordo com o sexo na anemia falciforme

Variaveis n Meninos n Meninas p
% %

Freq. hosp.

0 31 77,50 25 73,53 0,901

1-2 9 22,50 9 26,47
Freq. dor

0 24 60,00 18 52,94 0,707

1-4 16 40,00 16 47,06

Meédia (dp) ou Meédia (dp) ou
mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3)

EZ-IMCI 41 -0,91 (1,05) 34 -0,59 (1,03) 0,196
EZ-Al 41 -0,92 (0,98) 34 -1,13 (1,33) 0,457
Vitamina A 36 0,23 (0,20-0,29) 32 0,30 (0,26-0,40) 0,002
250HD 36 20,53 (5,39) 33 21,30 (6,73) 0,603
ApoAl mg/dL 40 104,00 (95,50-110,75) 33 104,00 (95,50-115,00) 0,765
ApoB mg/dL 40 58,57 (15,31) 33 72,00 (17,62) 0,001
CT mg/dL 40 113,50 (107,00-132,25) 33 131,00 (115,00-147,50) 0,018
LDL-C mg/dL 40 63,28 (16,97) 33 76,80 (21,60) 0,005
Nao-HDL-C mg/dL 40 74,50 (68,00-93,25) 33 89,00 (74,00 109,50) 0,010
HDL-C mg/dL 40 37,00 (34,00-44,50) 33 35,00 (34,00-41,50) 0,494
TG mg/dL 40 70,50 (57,25-104,25) 33 83,00 (66,50-106,50) 0,579
TG/HDL-C 40 2,06 (1,56-2,71) 33 2,28 (2,04-2,95) 0,086
AIP 40 -0,07 -0,13-0,0075 33 -0,03 -0,09-0,01 0,625
VACM cm/s 39 114,00 (99,70-127,00) 29 114,00 (99,70-137,50) 0,464
VdACI cm/s 39 105,32 (19,98) 29 103,06 (15,52) 0,601
BT mg/dL 37 2,41 (1,54-3,41) 33 2,28 (1,27-3,12) 0,403
BD mg/dL 37 0,55 (0,18) 33 0,52 (0,17) 0,456
BI mg/dL 37 1,83 (1,02-3,01) 33 1,65 (0,82-2,46) 0,350
LDH U/L 37 581,00 (452,00-716,00) 33 460,00 (387,00-626,50) 0,012
Reticuldcitos % 37 2,57 (1,44) 31 2,68 (1,29) 0,733
Hb g/dL 38 7,95 (6,50-9,12) 33 8,70 (8,00-9,70) 0,007
HbF% 24 8,60 (4,77-15,75) 20 16,15 (5,17-23,17) 0,109
VCM fL 38 95,42 (11,33) 33 95,00 (11,68) 0,878
HCM pg 38 31,09 (3,94) 33 31,08 (4,62) 0,990
LT x 10°*/mm’? 39 11,11 (3,57) 31 8,49 (4,36) 0,009

Plaquetas x10°/mm® 39 490,00 (410,00-543,00) 31 443,00 (320,00-571,00) 0,219
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: n, nimero de participantes; EZ-IMCI, escore z do indice de massa corporal/idade; EZ-AI, escore z do
indice altura/idade; ApoAl, apolipoproteina Al; apoB, apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-C,
lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas ndo- lipoproteina de alta densidade; HDL-C,
lipoproteina de alta densidade; TG, trigliceridios; TG/HDL-C, razdo de triglicerideos para lipoproteina de
alta densidade; AIP, indice aterogénico de plasma; Freq. hosp., frequéncia de hospitalizagdes no periodo de
seis meses; Freq. dor., frequéncia de dor no periodo de trés meses; VACM, velocidade média maxima nas
artérias cerebrais médias; VAACI, velocidade média méxima nas artérias cardtidas internas; BT, bilirrubina
total; BD, bilirrubina direta; BI, bilirrubina indireta; LDH, Lactato desidrogenase; Hb, hemoglobina; HbF,
hemoglobina fetal; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; LT, leucécitos
totais. Resultados das analises por teste T de Student sdo apresentados por média (dp) e por teste U de Mann
Whitney sdo apresentados por mediana (Q1-Q3). Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson sdo
apresentados em frequéncia absoluta e relativa. Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito.
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APENDICE I - Tabela Suplementar 4: Co-heranca de o-talassemia na populagdo de estudo

de acordo com o gendtipo da doenca falciforme

DF AF HbSC
Variaveis (n=135) (n=74) (n=61) p
n (%) n (%)

Genotipos da a-tal n (%)

oo/o 103 (76,30) 57 (77,03) 46 (75,41)

ao/-a>7%0 30 (22.22) 17 (22,97) 13 (21,31) 0,479

-3 7Kb/_ g3 7Kb 1(0,74) 0 1(1,64)

oo/~ 2K0 1(0,74) 0 1(1,64)
Prevaléncia de a-tal 32 (23,70) 22,97 24,59 -

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: DF: doenca falciforme. AF, anemia falciforme; HbSC, doenca SC. Analise realizada por teste Qui-
quadrado de Pearson.
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APENDICE J - Tabela Suplementar 5: Dados antropométricos, clinicos e laboratoriais de

acordo com uso de Hidroxiureia na anemia falciforme

AF n AF
e Sem Hidroxiureia Hidroxiureia
Variaveis n (n=134) (n=139) p
% %
Hosp.
0 30 85,71 26 66,67 0,065
1-2 5 14,28 13 33,33
Freq. dor
0 23 65,71 19 48,72 0,216
1-4 12 34,29 20 51,28
Meédia (dp) Meédia (dp)
ou mediana (Q1-Q3) ou mediana (Q1-Q3)
EZ-IMCI 36 -0,88 (0,96) 39 -0,66 (1,12) 0,365
EZ-Al 36 0,99 (1,09) 39 -1,03 (1,21) 0,876
CB cm 33 18,80 (17,00-22,20) 39 19,00 (17,00-21,00) 0,977
>'DC mm 33 14,36 (12,05-18,38) 39 15,53 (11,60-19,16) 0,591
AMB cm 33 24,32 (17,73-28,71) 39 21,15 (17,18-26,34) 0,363
GC % 31 12,58 (9,76-17,83) 31 15,08 (12,17-20,00) 0,328
Vitamina A mg/L 31 0,24 (0,20-0,30) 37 0,29 (0,24-0,35) 0,065
250HD ng/mL 32 20,70 (15,72-23,67) 37 20,20 (17,80-22,60) 0,787
ApoAl mg/dL 34 99,50 (94,00-107,00) 39 107,00 (97,00-116,00) 0,041
ApoB mg/dL 34 59,67 (15,95) 39 68,97 (18,04) 0,022
CT mg/dL 34 113,00 (103,75 135,00) 39 124,00 (114,00-148,00) 0,017
LDL-C mg/dL 34 57,10 (49,40-77,45) 39 71,20 (58,80-86,40) 0,016
Nao-HDL-C mg/dL. 34 74,50 (68,00-101,00) 39 86,00 (73,00-106,00) 0,127
HDL-C mg/dL 34 35,00 (32,00-41,00) 39 38,00 (35,00-46,00) 0,013
TG mg/dL (todos) 34 79,50 (62,25-110,75) 39 70,00 (59,00-102,00) 0,394
<10 anos 34 60,00 (53,00-80,00) 39 74,50 (55,00-94,50) 0,403
> 10 anos 34 96,00 (71,00-130,00) 39 70,00 (62,00-106,50) 0,107
TG/HDL-C 34 2,19 (1,80-2,56) 39 2,14 (1,90-2,89) 0,965
AIP 34 -0,04 (-0,12 --0,02) 39 -0,07 (-0,12 -0,00) 0,425
VACM cm/s 30 115,00 (99,65-124,00) 38 114,00 (99,70-141,00) 0,834
VdACI cm/s 30 106,64 38 102,55 0,349
BT mg/dL 33 2,99 (2,51-4,05) 37 1,53 (1,11-2,41) <0,001
BD mg/dL 33 0,62 (0,15) 37 0,46 (0,16) <0,001
BI mg/dL 33 2,30 (1,80-3,35) 37 1,03 (0,70-1,80) <0,001
LDH U/L 33 634,15 (190,09) 37 478,24 (157,35) <0,001
Reticuldcitos % 31 2,82 (1,47) 37 2,45 (1,26) 0,279
Hb g/dL 33 7,60 (6,50-8,80) 38 8,75 (8,17-9,70) 0,001
HbF % 12 5,40 (3,80-8,65) 32 15,55 (8,62-21,42) 0,003
VCM fL 33 89,21 (7,28) 38 100,44 (11,85) <0,001
HCM pg 33 29,16 (3,00) 38 32,75 (4,47) <0,001
LT 103/mm? 32 12,04 (2,96) 38 8,19 (4,18) <0,001
Plaq. x10*/mm? 32 489,00 (434,50-557,25) 38 460,50 (357,25-551,00) 0,220

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: n, nimero de participantes; EZ-IMCI, escore z do indice de massa corporal/idade; EZ-AI, escore z do
indice altura/idade; CB, circunferéncia braquial; ' DC, soma das dobras cutineas tricipital e subescapular;
AMB, area muscular do brago; GC, percentual de gordura corporal; ApoAl, apolipoproteina Al; apoB,
apolipoproteina B; CT, colesterol total; LDL-C, lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL-C; lipoproteinas
nao- lipoproteina de alta densidade; HDL-C, lipoproteina de alta densidade; TG, trigliceridios; TG/HDL-C,
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razdo de triglicerideos para lipoproteina de alta densidade; AIP, indice aterogénico de plasma; Hosp.,
frequéncia de hospitalizagcdes no periodo de seis meses; Freq. dor., frequéncia de dor no periodo de trés
meses; VACM, velocidade média maxima nas artérias cerebrais médias; VJdACI, velocidade média maxima
nas artérias carotidas internas; BT, bilirrubina total; BD, bilirrubina direta; BI, bilirrubina indireta; LDH,
Lactato desidrogenase; Hb, hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; VCM, volume corpuscular médio; HCM,
hemoglobina corpuscular média; LT, leucocitos totais;. Resultados das andlises por teste T de Student sdo
apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por teste U de Mann Whitney sdo apresentados
por mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultados por teste Qui-Quadrado de Pearson sdo apresentados
em frequéncia absoluta e relativa. Resultados significativos (p<0,05) destacados em negrito.



140

APENDICE L - Tabela Suplementar 6: Dados antropométricos, clinicos e laboratoriais de

acordo com o nivel de HDL-C na anemia falciforme

Variaveis n HDL-C n HDL-C p
> 40 mg/dL <40 mg/dL
% %

Hosp.

0 18 69,23 36 78,26

12 8 30,77 10 21,74 0,571
Freq. dor

0 15 57,69 26 56,52

1-4 11 42,31 20 43,48 1,00

Média (dp) Média (dp)
ou mediana (Q1-Q3) ou mediana (Q1-Q3)

VACM cm/s 24 116,50 (98,87-141,75) 42 114,00 (99,92-122,00) 0,580
VdACI cm/s 24 100,89 (20,75) 42 106,60 (16,52) 0,255
BT mg/dL 25 1,88 (1,16-2,83) 45 2,47 (1,60-3,43) 0,072
BD mg/dL 25 0,48 (0,17) 45 0,56 (0,17) 0,057
BI mg/dL 25 1,37 (0,77-2,26) 45 1,92 (1,16-2,83) 0,125
LDH U/L 25 553,00 (432,50-647,50) 45 500,00 (412,00-662,50) 0,883
Reticuldcitos % 24 2,18 (1,13) 42 2,95 (1,39) 0,018
Hb g/dL 25 9,18 (1,79) 44 8,12 (1,26) 0,013
HDbF % 16 15,55 (8,32-24,15) 26 9,85 (5,55-18,07) 0,204
VCM fL 25 97,60 (12,22) 44 94,40 (10,87) 0,284
HCM pg 25 31,74 (4,36) 44 30,94 (4,12) 0,458
LT 10°/mm? 25 8,90 (6,83-11,20) 43 11,50 (8,80-14,10) 0,024
Plaq. x103/mm? 25 558,00 (370,50-516,00) 43 494,00 (403,00-562,00) 0,220

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: n, nimero de participantes; Hosp. Hospitalizagdes no periodo de seis meses; Freq. dor., frequéncia
de dor no periodo de trés meses; VACM, velocidade média maxima nas artérias cerebrais médias; VAdACI,
velocidade média maxima nas artérias caréotidas internas; BT, bilirrubina total; BD, bilirrubina direta; BI,
bilirrubina indireta; LDH, Lactato desidrogenase; Hb, hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; VCM,
volume corpuscular médio, HCM, hemoglobina corpuscular média; LT, leucocitos totais; Plaq.,
plaquetas. Hemoglobina fetal ndo foi analisada devido niumero baixo (n=3) em um dos grupos. Resultados
das andlises por teste T de Student sdo apresentados por média (desvio padrdo), enquanto resultados por
teste U de Mann Whitney sdo apresentados por mediana (primeiro e terceiro quartis). Resultado por teste
Qui-Quadrado de Pearson ¢é apresentado em frequéncia absoluta e relativa. Resultados significativos
(p<0,05) destacados em negrito.



141

APENDICE M - Tabela Suplementar 7: Relagio de subgrupos caso e controle dos niveis de
HDL-C dos polimorfismos no gene CETP em comparacao de dominancia e niveis de

hemoglobina em individuos com anemia falciforme

Variaveis OR Variaveis OR
p IC 95% P IC 95%
rs247616 e 4.441 rs3764261 3,796
rs183130 0,017 ’ CC 0,024  1.192; 12,090
1,296; 13,230
CC
Hemoglobina 0,553 Hemoglobina 0,569
0,007 0,361 - 0,847 0,008 0,375 - 0,865

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota: Modelo p < 0,05, n = 69 individuos. O grupo de referéncia para variavel categdrica da analise de
comparacao da dominancia foi a presenca do alelo de menor frequéncia para todos os SNPs. Caso: HDL-
C <40 mg/dl e controle: HDL-C >40 mg/dL.
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ANEXO C - Formulario de Classificacio Economica Brasil

AVALIACAO SOCIOECONOMICA

Prezado responsavel pelo menor
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participante da pesquisa, “Estudos diagndstico e avaliativo de biomarcadores de

dislipidemias em individuos com doenga falciforme (genotipos HbSS e HbSC)

acompanhados nos Hemocentros de Governador Valadares e de Uberaba da Fundacao

Hemominas”. Iremos fazer algumas perguntas sobre itens do domicilio para efeito de

classificagdo econdmica. Todos os itens de eletroeletronicos que vou citar devem estar

funcionando, incluindo os que estdo guardados. Caso ndo estejam funcionando, considere

apenas se tiver intencdo de consertar ou repor nos proximos seis meses.

INSTRUCAO: Responder cada item. Se a resposta for SIM, entiio anote a quantidade

que possui.

1°) No domicilio tem (LEIA CADA ITEM). 2°) Quantos?

QUANTIDADE

Na casa tem:

1

2

3

4+

Automdvel de passeio exclusivamente para uso particular.

Empregado mensalista, considerando apenas o que trabalha pelo

menos cinco dias por semana.

Maquinas de lavar roupa. Nao considerar tanquinho.

[Banheiro

DVD, incluindo qualquer dispositivo que leia DVD. Desconsiderando

Geladeira

[Freezer independente ou parte da geladeira duplex.

Computador, considerando computadores de mesa, laptops, notebooks

e netbooks. Desconsiderando tablets, palms ou smartphones.

Lavadora de lougas

Forno de micro-ondas

[Motocicleta, desconsiderando as usadas exclusivamente para

uso profissional

Maquina secadora de roupas, considerando a maquina que lava e seca.




A agua utilizada neste domicilio é proveniente de?
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1 Rede geral de distribuicao

D Poco ou nascente

3 Outro meio

Considerando o trecho da rua do seu domicilio, vocé diria que a rua é:
1 Asfaltada/Pavimentada

D Terra/Cascalho

Qual ¢é a escolaridade do chefe/responsavel da familia? Considere como chefe da

familia a pessoa que contribui com a maior parte da renda do domicilio.

Grau de instrucio

X

Analfabeto / Fundamental I incompleto

Fundamental I completo / Fundamental IT incompleto

Fundamental completo/Médio incompleto

M¢édio completo/Superior incompleto

Superior completo




