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RESUMO

Introducao: A anemia falciforme (AF) é caracterizada pela heranga em homozigose de
uma mutagao pontual na cadeia  da hemoglobina (Hb) formando uma Hb anormal
denominada HbS. A doenca se caracteriza por episddios de hemdlise e vaso-oclusao
desencadeados pela desoxigenacdo da HbS e cursa com graus variaveis de
disfungdes organicas, que podem comprometer multiplos 6rgaos e afetar o
crescimento estatural e o eixo GH/IGF-1 (horménio do crescimento/fator de
crescimento semelhante a insulina 1). A gravidade da disfungdo orgénica na AF é
influenciada por fatores modificadores, que podem ser genéticos, incluindo variantes
alélicas associadas aos niveis de hemoglobina fetal (HbF) e co-heranga da alfa-
talassemia, ou ndo genéticos, como o tratamento com hidroxiureia (HU). Por outro
lado, fatores genéticos também poderiam influenciar a estatura de individuos com AF,
dado que estudos com gémeos estimam a herdabilidade da estatura em 90%.
Objetivos: Avaliar estatura, maturagao 6ssea e eixo GH/IGF-1, testar associagao com
parametros laboratoriais e clinicos, fatores modificadores e genétipos do polimorfismo
no gene ZBTB38 (rs724016) em criangas e adolescentes com AF. Métodos: Estudo
transversal com individuos com AF, de ambos os sexos e idade variando de 3 a 20
anos acompanhados no Hemocentro de Governador Valadares da Fundagao
Hemominas entre agosto de 2018 a julho de 2019. Avaliamos dados clinicos coletados
de avaliagao presencial, marcadores laboratoriais coletados de prontuarios médicos,
idade 6ssea (l0), niveis séricos de IGF-1 e IGFBP-3, estatura alvo (EA) calculada pela
média do escore Z (EZ) da estatura dos pais, EZ da previsao de estatura adulta (PEA)
calculada com uso da 10. Definimos o potencial de crescimento ajustado como a EA
subtraida da PEA. Além disso, foram realizadas genotipagens de alfa-talassemia
delecional e do polimorfismo rs724016. Resultados e conclusdes: Avaliamos 80
individuos com AF, 53% (43/80) do sexo masculino, 50% (40/80) sob tratamento com
HU, 50,6% (40/79) pré-pubere, 14,1% (11/78) com co-heranga de alfa-talassemia e
15% (12/80) com baixa estatura. Em avaliagdo multivariada, o tratamento com HU foi
associado com maiores niveis séricos de IGF-1 e IGFBP-3. A presenca de alfa-
talassemia foi associada a menores niveis de IGF-1. Niveis elevados de HbF foram
associados a menor déficit no potencial de crescimento ajustado (EA-PEA). A variante
G do rs724016 foi associada com menor EZ da estatura (p<0,001, modelo recessivo),
em um sentido de efeito diferente de outros estudos com criangas sem AF ou outra



doencga identificada. Adicionalmente, a variante G do rs724016, em um modelo
genético dominante, associou-se negativamente com os niveis de HbF (p=0,016), que
devem ser relevantes para o crescimento. Foi criado um modelo da relacédo entre a
variante rs724016 e o eixo GH/IGF-1 e niveis de HbF. Concluimos que a terapia com
HU contribui significativamente para o equilibrio do eixo GH/IGF-1. Além disso,
mostramos que a presencga da variante rs724016 do ZBTB38 no gendtipo implica em
menor estatura e menor nivel de HbF. Por outro lado, a co-heranca de alfa-talassemia
impacta negativamente esse eixo. Este estudo contribui com novos achados em
relagdo ao desenvolvimento estatural de criangas/adolescentes com AF e abre
perspectivas para esclarecer a intrincada relagdo entre os principais fatores

moduladores da AF conhecidos: niveis de HbF e alfa-talassemia.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Baixa estatura. Gene ZBTB38. Hemoglobina

fetal. Alfa-talassemia.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell anemia (SCA) is characterized by the homozygous
inheritance of a point mutation in the 8 chain of hemoglobin (Hb) forming an abnormal
Hb called HbS. The disease is characterized by episodes of hemolysis and vaso-
occlusion triggered by the deoxygenation of HbS and presents variable degrees of
organic dysfunction, which can compromise multiple organs and affect height growth
and the GH/IGF-1 axis (growth hormone/factor insulin-like growth 1). The severity of
organ dysfunction in SCA is influenced by modifying factors, which may be genetic,
including allelic variants associated with fetal hemoglobin (HbF) levels and co-
inheritance of alpha-thalassemia, or non-genetic, such as treatment with hydroxyurea
(HU). On the other hand, genetic factors could also influence the height of individuals
with SCA, given that studies with twins estimate the heritability of height at 90%.
Objectives: To evaluate height, bone maturation and GH/IGF-1 axis, test association
with laboratory and clinical parameters, modifying factors and genotypes of the
polymorphism in the ZBTB38 gene (rs724016) in children and adolescents with SCA.
Methods: Cross-sectional study with individuals with SCA, of both sexes and ages
ranging from 3 to 20 years, followed at the Hemocentro de Governador Valadares of
Fundacdo Hemominas between August 2018 and July 2019. We evaluated clinical
data collected from in-person assessment, laboratory markers collected from medical
records, bone age (BA), serum levels of IGF-1 and IGFBP-3, target height (TH)
calculated by the mean Z score (ZS) of the parents' height, ZS of adult height prediction
(AHP) calculated using 10. We define adjusted growth potential as TH subtracted from
AHP. In addition, genotyping of deletional alpha-thalassemia and the rs724016
polymorphism was performed. Results and conclusions: We evaluated 80 individuals
with SCA, 53% (43/80) male, 50% (40/80) under treatment with HU, 50.6% (40/79)
pre-pubertal, 14.1% (11/78) with co-inheritance of alpha-thalassemia and 15% (12/80)
with short stature. In multivariate evaluation, treatment with HU was associated with
higher serum levels of IGF-1 and IGFBP-3. The presence of alpha-thalassemia was
associated with lower IGF-1 levels. High HbF levels were associated with a smaller
deficit in adjusted growth potential (TH-AHP). The G variant of rs724016 was
associated with lower ZS of height (p<0.001, recessive model), in a different sense of
effect from other studies with children without SCA or another identified disease.
Additionally, the G variant of rs724016, in a dominant genetic model, was negatively



associated with HbF levels (p=0.016), which should be relevant for growth. A model of
the relationship between the rs724016 variant and the GH/IGF-1 axis and HbF levels
was created. We conclude that HU therapy significantly contributes to the balance of
the GH/IGF-1 axis. Furthermore, we showed that the presence of the ZBTB38 variant
rs724016 in the genotype implies shorter stature and lower HbF levels. On the other
hand, co-inheritance of alpha-thalassemia negatively affects this axis. This study
contributes with new findings regarding the height development of
children/adolescents with SCA and opens perspectives to clarify the intricate
relationship between the main known modulating factors of SCA: HbF levels and

alpha-thalassemia.

Keywords: Sickle cell anemia. Short stature. ZBTB38 gene. Fetal hemoglobin.

Alpha-thalassemia.
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1 INTRODUGAO

A doenca falciforme (DF) é caracterizada por uma mutagdo pontual na cadeia
B da hemoglobina (Hb) formando uma Hb anormal denominada HbS (derivado do
inglés sickle) e é considerada a doenga monogénica mais comum no mundo. A
combinagao da mutacao da HbS herdada de forma autossdmica recessiva com outras
variantes da Hb, como HbC, HbE e HbD, ou com diferentes muta¢des da B-talassemia,
podem conduzir a mais de 15 gendtipos diferentes para a DF (exemplos, doenga da
HbSC, doenga da HbSE, doenga da HbSD e doenga da HbS[-tal). Por outro lado, o
termo anemia falciforme (AF) se restringe a forma de DF em que a mutacédo da HbS
ocorre em homozigose, representando a forma mais comum, mais grave e mais
estudada de todas (COSTA-JUNIOR, 2019; HABARA; STEINBERG, 2016;
KAVANAGH; FASIPE; WUN, 2022; REES; GIBSON, 2012). Pessoas com trago
falciforme, que herdam a variante normal da HbA e a mutante HbS (HbAS), néo
atingem concentragcées de HbS suficientes para o afoicamento das hemacias. No
entanto, na AF a concentragao de HbS é superior a 50%, e quando desoxigenada a
HbS se polimeriza, formando longas cadeias nas hemacias, que passam a adotar um
formato de foice e sofrer hemolise. Esses eventos exacerbados prejudicam o fluxo
sanguineo capilar e cursam com crises vaso-oclusivas (CVO) e disfungédo endotelial
mediada pela hemodlise (HABARA; STEINBERG, 2016; LIU et al., 2018; SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019; WARE et al., 2017).

As manifestacbes da DF, particularmente na AF, sejam agudas ou cronicas,
podem afetar quase todos os 6rgaos do corpo. As CVO cursam com lesao tecidual e
dor, queixa frequente dos portadores de DF. Nos casos mais graves as CVO podem
levar a disfungao do érgéo, como ocorre na sindrome toracica aguda (STA). Quanto
as manifestacdes crénicas, elas podem estar relacionadas a vasculopatia de grandes
vasos, como a doenga cerebrovascular, hipertensao pulmonar e priapismo, pequenos
vasos, como na retinopatia, ou lesdo isquémica progressiva dos orgaos. Tais
manifestagdes levam a insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, hipoesplenismo e
doengas dsseas (BELISARIO et al., 2020; MEIER; FASANO; LEVETT, 2017; PIEL;
STEINBERG; REES, 2017; WARE et al., 2017).

Diversos fatores modificadores afetam a gravidade da AF. Por exemplo, a
diminuicdo de complicagcbes da AF esta relacionada aos maiores niveis de
hemoglobina fetal (HbF), enquanto a delecdo de um ou mais genes alfa (HBA) esta



14

associada a mudancas nos fendétipos clinico e laboratorial das criancas com AF
(BELISARIO et al., 2010b, 2015).

A baixa estatura (BE) € uma das complicag¢des cronicas da AF, que se acentua
progressivamente apds os 2 anos de idade e € agravada pelo atraso no inicio da
puberdade (LUPORINI et al., 2001; PHEBUS; GLONINGER; MACIAK, 1984). Estudos
anteriores mostraram que a deficiéncia do horménio do crescimento (growth hormone
- GH) € uma possivel causa da BE em criangas com DF devido a isquemia ou infarto
hipofisario (NUNLEE-BLAND et al., 2004; SOLIMAN, ASHRAF T. et al., 1997).

Por outro lado, modelos de avaliagdo da herdabilidade da estatura estimam que
mais de 90% da estatura humana se devem a fatores genéticos (SILVENTOINEN et
al., 2003). Os estudos de associagao ampla do genoma (genome-wide association —
GWA studies) confirmam a natureza poligénica do trago ao identificar diversas
variantes comuns associadas a estatura. O ZBTB38 (Zinc Finger and BTB Domain
Containing 38) é um dos mais fortemente associados a estatura em estudos de GWA
(PARSONS et al., 2022; WANG et al., 2013). O polimorfismo de nucleotideo unico
(single nucleotide polymorphism — SNP) rs724016 do ZBTB38 se destaca por associar
a estatura nas mais diversas populagcbes (GRAFF et al., 2021; LETTRE et al., 2008;
VAN DER VALK et al., 2015; WANG et al., 2013).

Quanto as possibilidades terapéuticas, a hidroxiureia (HU) € um medicamento
cada vez mais usado em individuos de todas as faixas etarias com DF, pois pode
reduzir as complicagdes vasculares, aliviar a disfungéo cronica dos érgéos e aumentar
a sobrevida (NEVITT; JONES; HOWARD, 2017; TSHILOLO et al., 2018). Pesquisas
em criancas e adolescentes tém mostrado que a HU é eficaz na prevencao de danos
ao crescimento e desenvolvimento puberal (HANKINS et al., 2005, 2014; RANA et al.,
2014). No entanto, a resposta ao tratamento e a toxicidade do medicamento podem
variar significativamente entre os pacientes, o que pode exigir a ado¢ao de outras
estratégias terapéuticas (MAIER-REDELSPERGER et al., 1998; STROUSE, JOHN J
et al., 2008; ZHU et al., 2017).

Estudos anteriores que examinaram o crescimento e o desenvolvimento de
criancas e adolescentes com AF ndo consideraram o efeito do uso de HU na secregao
do horménio do crescimento (GH), nem em hormdnios relacionados a ele, como o
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (insuline-like growth factor 1 - IGF-1) ou
as proteinas ligantes de IGF-1 (IGF binding proteins - IGFBPs). Adicionalmente,
polimorfismos associados a estatura em estudos de GWA néo foram estudados em
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individuos com AF. Portanto, nossa hipotese principal foi que a HU poderia atenuar
os efeitos negativos da AF nos horménios hipofisarios. Adicionalmente, postulamos
que o SNP rs724016 do ZBTB38, que tem impacto relevante no crescimento das mais
diversas populagdes, poderia explicar parte da variacdo ou déficit de crescimento na

AF associado a fatores modificadores da doenca.

1.1 ASPECTOS MOLECULARES DA DOENCA FALCIFORME

A sindrome falciforme, também conhecida como DF, foi a primeira doenca
genética humana a ser descrita em nivel molecular (BANDEIRA et al., 2004; HIGGS;
WOOD, 2008). E uma doenca hereditaria autossdmica recessiva que faz parte de um
grupo de hemoglobinopatias. Quando o alelo S (c.20A>T - NCBI Reference Sequence:
NM_000518.4; SNP rs334; p.Glu6Val) do HBB (loco 11p15.4; MIM 141900) € herdado
em estado homozigoto, resulta em AF (MIM # 603903). Quando combinado com
outras variantes mutantes, como o alelo HbC ou um alelo B-talassémico, denomina-
se DF.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

A DF é a doenga genética mais comum no mundo, com cerca de 275.000
criangas nascendo com a doenga a cada ano (GOMES et al., 2017). A mutagao que
causa a DF teve origem no continente africano e afeta principalmente a populagao
preta (CANCADO; JESUS, 2007). A forma homozigotica HbSS é a mais frequente em
termos de gendtipos especificos e configura a AF. Embora a AF, a forma mais grave
da DF, seja mais prevalente na Africa subsaariana, bacia do Mediterraneo, Oriente
Médio e India, sucessivos fenémenos de migragdo tornaram a doenca um problema
de saude mundial (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). No Brasil, a incidéncia da DF
varia entre os estados, sendo mais comum na Bahia, menos comum no Rio Grande
do Sul e com uma média de 1 caso para cada 1000 nascidos vivos (FERNANDES et
al., 2010; LOBO et al., 2014). Em Minas Gerais, a incidéncia da AF varia de 1 caso
para cada 2.581 criangas triadas em todo o estado a 1 caso para cada 3.000 criangas
triadas na cidade de Governador Valadares (JANUARIO, 2002).



16

1.3 FISIOPATOGENIA DA DOENCA FALCIFORME

A modificagao estrutural do alelo HbS, conhecido como sickle em inglés, causa
mudancas fisico-quimicas na Hb, fazendo com que ela se polimerize mais facilmente
em situagdes de baixa tensdo de oxigénio. Isso resulta na deformagao da parede da
hemacia, tornando-a rigida e em forma de foice, o que é conhecido como falcizagéo
das hemacias (MCCAVIT, 2012; MUBEEN et al., 2016; STEINBERG; H., 2008). A
polimerizagédo da Hb é responsavel por danos as hemacias e a sua membrana,
levando a uma vida util mais curta, de 16 a 20 dias em comparacao aos 120 dias do
eritrocito normal, e cursando com hemodlise e vaso-oclusdes que interrompem o fluxo
sanguineo em varios 6rgaos, resultando na maioria dos sintomas da DF
(STEINBERG, 2008) (Figura 1).

Figura 1 — Fisiopatogenia da doenca falciforme
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Notas: Os eventos iniciam com um polimorfismo de um uUnico nucleotideo no gene da [3-
globina (a), que leva a substituicdo do acido glutdmico pela valina na sexta posi¢ao da
cadeia 3 da globina (p.Glu6Val). Sob efeito da queda da saturacéo de oxigénio, as
hemoglobinas S (HbS) formam os polimeros, que determinam a falcizagcdo das hemacias
(sentido horario). As hemacias falcizadas resultam em (b) ocluséo vascular, devido a
prejuizos na reologia do sangue e agregacao de eritrécitos falcizados com neutréfilos,
plaquetas e células endoteliais. Tudo isso também desencadeia um processo de lesao por
isquemia e reperfusdo. Voltando ao processo de formagéo dos polimeros (a), temos também
outra consequéncia, que € o fendbmeno da hemdlise (sentido anti-horario), que libera
hemoglobina (Hb) livre na circulagdo sanguinea. (c) A Hb oxigenada (Fe*?) promove
disfungéo endotelial por consumir éxido nitrico (NO) endotelial para formar nitrato (NO3’) e
metahemoglobina (Fe**). A Hb também reage com a HO, para formar a hidroxila livre e a
metahemoglobina. Ao mesmo tempo, também temos disfungéo endotelial promovida por
radicais livres de oxigénio (O2’), formado pela NADP oxidase, xantina oxidase (XO) e
sintetase endotelial do éxido nitrico (eNOS) desacoplada. Seguindo no sentido anti-horario,
visualizamos o processo de liberagcao de heme livre, que é o principal padrdao molecular
associado ao dano dos eritrécitos (eDAMP — erythrocyte damage-associated molecular
pattern), pela degradacao da metahemoglobina. (d) A inflamagao asséptica gerada pela
formagao do inflamassoma libera IL-13 e IL-18. Ela tem como ponto de partida a liberagao
do heme livre e a lesado por isquemia e reperfusdo, que produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS — reactive oxygen species), ativam os receptores Toll-like (TLR4 — Toll-like
receptor), produzem armadilhas extracelulares de neutrdfilo (NET — neutrophil extracelular
trap), liberam DAMPs derivados de tecidos ou células, DNA e outros fatores desconhecidos.
Finalmente, a inflamacao asséptica promove novamente ocluséo vascular pelo aumento da
adesividade dos neutréfilos, plaquetas e células endoteliais (b).

1.4  APRESENTAGAO CLINICA DA ANEMIA FALCIFORME

A apresentagcdo clinica da AF é altamente variavel. Embora as criangas
geralmente ndo apresentem sintomas nos primeiros seis meses de vida devido a
protecdo principalmente oferecida pela HbF, que é responsavel por até 80% da Hb
total nessa faixa etaria, os sintomas comegam a surgir nos meses seguintes, quando
a HbF é gradualmente substituida pela HbS. Esses sintomas incluem anemia
hemolitica, CVO, dactilite, hipofungao esplénica ou sequestro esplénico e
suscetibilidade aumentada a infec¢des, especialmente as causadas por Salmonella
nao tifoide, Haemophilus influenzae tipo B e Streptococcus pneumoniae. Na
populacao pediatrica, o sequestro esplénico e as infecgdes representam as principais
causas de mortalidade na populacao pediatrica (FERNANDES et al., 2010). Todos os
genotipos de DF apresentam uma expectativa de vida reduzida, mas a AF é
geralmente mais grave, com manifestacbes que incluem STA, acidente vascular
encefalico (AVE), problemas cognitivos nado associados ao AVE, priapismo e
comprometimento de varios 6rgaos, como os rins, pulmdes e olhos (BATTERSBY;
KNOX-MACAULAY; CARROL, 2010).
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Com relagao as diferentes faixas etarias, a taxa de mortalidade € mais elevada
nos primeiros cinco anos de vida. Porém, a expectativa de vida tem aumentado
gradualmente gracas a medidas preventivas, como triagem neonatal, uso profilatico
de penicilina, imunizagdo contra Haemophilus influenzae tipo B e Streptococcus
pneumoniae, melhoria no suporte clinico para complicacbes e implementacdo de
tratamentos que alteram o curso da doencga (IUGHETTI; BIGI; VENTURELLI, 2016).
Na Figura 2, a curva ascendente de expectativa de vida demonstra a sequéncia de
intervencdes terapéuticas no tratamento da DF nos Estados Unidos entre os anos de
1910 e 2000.

Figura 2 — Intervencgdes terapeuticas e expectativa de vida na doenga falciforme
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Fonte: Sickle Cell Disease | National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI).

Notas: As setas indicam marcos historicos relacionados ao aumento da expectativa de vida
na doenca falciforme. 1916: sobrevida estimada da doenga na primeira década de sua
descrigao. National Sickle Cell Act: Lei americana assinada em 1972 com objetivo de
implementar o diagnéstico precoce, aconselhamento, educacéo e pesquisas relacionadas a
doencga falciforme. Penicilina: inicio da utilizagdo da penicilina como profilaxia para infecgoes
bacterianas na infancia. Hidroxiureia: descoberta da efetividade do uso do medicamento na
doengca falciforme. Transfusdo: inicio da utilizagdo de transfusées sanguineas frequentes
como prevengao de acidente vascular encefalico em criangas com alto risco para a
complicagéo.
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1.5 DOENCA CEREBROVASCULAR NA ANEMIA FALCIFORME

Uma das principais complicagdes da AF na infancia € o AVE desencadeado
por estenose e oclusdo de grandes vasos. Embora os eventos cerebrovasculares
subclinicos e o infarto silencioso sejam mais comuns que a lesdo aguda sintomatica,
todas as formas de apresentagéo se associam a disfungéo cognitiva (MCCAVIT, 2012;
STEINBERG; H., 2008). Estudos prévios a pratica de transfusdo sanguinea para
prevenir AVE mostram risco de 11% para o primeiro evento aos 20 anos, sendo que
aos 30 anos o risco é de 15% e aos 45 anos de 24% (OHENE-FREMPONG et al.,
1998). A anemia promove aumento na velocidade do fluxo sanguineo cerebral,
enquanto as hemacias deformadas e a reducido da disponibilidade do 6xido nitrico
(NO), consumido pela hemdlise, lesam o endotélio e cursam com o dano vascular
(STEINBERG; H., 2008).

O Doppler transcraniano (DTC) é o unico instrumento de triagem para o AVE
validado até hoje, pelo qual a identificagdo de aumento na velocidade do fluxo vascular
sugere maior risco de eventos cerebrovasculares e a indicagdo para transfuséo
sanguinea, que apresenta beneficio comprovado na preveng¢ao do AVE (GHAFURI et
al., 2017; KWIATKOWSKI et al., 2011). O estudo STOP (Stroke Prevention Trial in
Sickle Cell Anemia) classificou criangas com AF como tendo alto risco de AVE quando
a velocidade do fluxo sanguineo médio nas artérias carétida interna (ACI) ou cerebral
média (ACM) fossem maior que 200 cm/s, e mostrou que essas criangas tem um risco
anual de desenvolver AVE de 10%, que pode ser reduzido para 1% com o regime de
transfusdo sanguinea (RTS), definido como transfusbes sanguineas a cada 3 a 6
semanas com o objetivo de manter os niveis maximos de HbS menores que 30% da
Hb total (ADAMS et al., 1998; BELISARIO et al., 2018; DEBAUN; KIRKHAM, 2016).
Por outro lado, o estudo TWIiTCH (Transcranial Doppler With Transfusions Changing
to Hydroxyurea) mostrou que criangas que estavam sob RTS por um ano devido ao
resultado do DTC ter evidenciado alto risco, se mostraram igualmente protegidas de
AVE ao incluirem a terapéutica com HU, quando comparadas as que mantiveram o
RTS (WARE et al., 2016).

1.6 FATORES MODIFICADORES GENETICOS NA ANEMIA FALCIFORME
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Muitos estudos vém sendo realizados para avaliar a relagdo entre variantes
genéticas e a ocorréncia de manifestagdes clinicas da AF, incluindo o AVE. A maioria
desses estudos relatou um efeito protetor da co-heranga de alfa-talassemia contra o
desenvolvimento de AVE (COX et al., 2014; DOMINGOS et al., 2014; KIRKHAM et al.,
2023; NEONATO et al., 2000). Isso inclui estudos realizados na populagao de criangas
com AF em Minas Gerais (BELISARIO et al., 2010, 2015). Em uma revisdo sistematica
e metanalise (KIRKHAM et al., 2023), alfa-talassemia foi consistente com menor risco
de infarto e outros desfechos clinicos. A prevaléncia do portador silencioso de alfa-
talassemia no Brasil é estimada em 10 a 20% da populagao, com a dele¢ao do tipo -
a37Kb dos genes HBA sendo a mais comum, seguida por valores percentuais muito
baixos representados pela delegao -a*?X®. Acredita-se que a reducdo na producéo de
cadeias de alfa-globina diminui a concentracéo intracelular de HbS, o que pode
acarretar queda de sua polimerizacéo na AF (BELISARIO et al., 2018). Recentemente,
tem-se atribuido a presenca de alfa-talassemia a reducdo da atividade do
cotransportador de cloreto de potassio (KCC) com diminuicdo da desidratagcéo
intracelular, o que levaria a menor taxa de polimerizagao da hemoglobina (BREWIN
et al., 2022).

Varios estudos clinicos mostraram uma relagao entre o aumento dos niveis de
HbF e a redugdo das complicagbes da DF, o que sugere a HbF como o fator
modificador mais importante na doenca (PULE et al., 2015). A concentragao de HbS
dentro do eritrocito esta diretamente relacionada a taxa de polimerizagao, enquanto a
quantidade de HbF é inversamente proporcional a essa taxa, ja que a HbF nao
participa da formacgao do polimero. Em pacientes heterozigotos compostos para HbS
e persisténcia hereditaria da HbF (PHHF), onde o HBB contém mutacgdes delecionais,
os niveis de HbF sdo geralmente superiores a 30% do total de Hb e distribuidos
uniformemente entre as hemacias, levando a auséncia de sintomas e niveis normais
de Hb (BELISARIO et al., 2016; PIEL; STEINBERG; REES, 2017). A HbF é a Hb
predominante ao nascimento, em seguida a sintese de HbF declina e a Hb adulta
(HbA) se torna a Hb mais comum em criangas sem hemoglobinopatia, enquanto a
HbS passa a predominar em criangas com AF (HARIHARAN; NADKARNI, 2021).
Como consequéncia dos niveis progressivamente mais baixos de HbF em criancas
com AF, as primeiras manifestagcdes da doenca se iniciam apds os 6 meses de vida,
idade que coincide com o risco de apresentar prejuizo no crescimento (AKINSHEYE
et al., 2011; AL-SAQLADI et al., 2008; HARIHARAN; NADKARNI, 2021). Pesquisas
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sobre mapeamento de loci de caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci - QTL)
que regulam a producao de HbF sdo promissoras para entender a variabilidade nos
niveis de HbF e a evolucdo da doenca (BELISARIO et al., 2010a). Recentemente,
estudos em criancgas atendidas no estado de Minas Gerais com AF identificaram a
associacdo de polimorfismos no BCL11A e HMIP-2 que se associaram com a
variabilidade nos niveis de HbF e com diversas complicagdes da doenca (SALES et
al., 2020, 2022a). A eficacia da HU em elevar os niveis de HbF é um dos principais
motivos pelos quais a terapia € usada para tratar pacientes com DF (AMLIE-LEFOND
et al., 2018; CANNAS; POUTREL; THOMAS, 2017; HABARA; STEINBERG, 2016;
HIGGS; WOOD, 2008; PULE et al., 2015; SOARES et al., 2014).

1.7 BIOMARCADORES DE GRAVIDADE NA DOENGCA/ANEMIA FALCIFORME

Biomarcador é uma expressao frequentemente utilizada em referéncia a testes
laboratoriais, embora denomine substancias que indicam atividades bioldgicas
normais ou anormais, ou a resposta a um tratamento médico. Na AF, a medida da Hb
total é o biomarcador mais importante, e é rotineiramente solicitado. Pacientes com
DF e anemia significativa podem evoluir com doenga mais grave, com HbF mais baixa,
aumento de reticuldcitos devido a hemodlise, atividade inflamatoria aumentada,
hipercoagulabilidade sanguinea, estresse oxidativo e disfungao endotelial (REES;
GIBSON, 2012). Além disso, os dados do hemograma, como indices hematimétricos,
contagem de leucdcitos e plaquetas, podem ser uteis para fins diagndsticos e
progndsticos. No entanto, as conclusdes obtidas a partir desses biomarcadores tém
baixa precisdo, e testes especificos séo frequentemente necessarios (BELISARIO et
al., 2018; REES; GIBSON, 2012).

A HbF baixa é considerada um dos principais fatores de risco para mortalidade
na DF, e seus niveis sao influenciados por fatores genéticos e pela resposta ao
tratamento com HU, que estimula a producédo de HbF (AMLIE-LEFOND et al., 2018;
CANNAS; POUTREL; THOMAS, 2017; PULE et al., 2015; ZHU et al., 2017).

Os resultados do DTC e os niveis de reticulécitos compdem os marcadores
biologicos das doencgas cerebrovasculares. A avaliagao dos reticuldcitos pode agregar
valor ao DTC, ja que 60% dos pacientes com DTC alterado nao desenvolverdo AVE.
Os reticulocitos desempenham um papel crucial na patogénese da doenga

cerebrovascular, uma vez que podem aderir ao endotélio e causar sua ativagao,



22

levando a complicagbes como oclusdo vascular. Por essa razdo, o aumento dos
reticuldcitos € considerado o principal fator de risco para AVE, e esta associado a
hospitalizagéo, um maior risco de sequestro esplénico e mortalidade (BELISARIO et
al., 2018; MEIER; FASANO; LEVETT, 2017).

A dosagem de ferritina € um método frequentemente utilizado na avaliacéo de
pacientes com DF, pois ajuda a determinar o estoque de ferro no organismo. Essa
medi¢cdo pode indicar uma deficiéncia de ferro, quando esta baixa, ou, mais
comumente, pode estar elevada, o que sugere uma sobrecarga de ferro, que é
frequentemente observada em pacientes sob RTS ou que apresentam um processo
inflamatério ou infeccioso (KOPERDANOVA; CULLIS, 2015; PATEL et al., 2016).
Adicionalmente, a sobrecarga de ferro afeta principalmente os érgéos enddcrinos, o
que pode agravar o atraso no crescimento e na puberdade em pacientes com DF
(FUNG et al., 2006; OZEN et al., 2013; SOLIMAN et al., 2017).

1.8 CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO NA DOENCA FALCIFORME

Apesar da DF nao ter impacto no crescimento embrionario, evidenciado pelo
comprimento e peso ao nascimento semelhantes aos de individuos saudaveis,
observa-se uma diminui¢gdo no peso corporal em criangas com DF aos 4 a 6 meses
de idade. Aos 2 anos, € possivel notar um déficit tanto no peso quanto na estatura,
que se acentua progressivamente. Esse impacto é mais significativo durante a
adolescéncia, quando o atraso puberal acentua ainda mais a diferenga no peso e
altura entre criangcas com DF e controles saudaveis (ANDRADE; JEE; NILSSON,
2017; LUPORINI et al., 2001; PHEBUS; GLONINGER; MACIAK, 1984; SOLIMAN et
al., 2017). Kazadi et al. (2017) descreveram uma prevaléncia de 7,8% de criangas
com DF com menos de 12 anos que apresentaram estatura abaixo do percentil 5. No
entanto, em outro relato, essa prevaléncia foi de até 54% (AL-SAQLADI; BIN-
GADEEN; BRABIN, 2010). A estatura das criangcas com AF que vivem em regides
com caréncia de recursos € menor, em razao das piores condi¢gdes de saude e maior
prevaléncia de deficiéncias nutricionais (AL-SAQLADI et al., 2008).

Os fatores que contribuem para o atraso no crescimento em criangas com DF
sao multifatoriais. Eles incluem hipoxia tecidual devido a anemia grave, efeitos agudos
e crénicos da vaso-oclusdo, desnutricao, deficiéncia de micronutrientes, como zinco,

acido félico e vitamina A, disturbios no metabolismo do calcio, infec¢des recorrentes,
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elevado requerimento energético relacionado ao aumento da eritropoiese e do
trabalho cardiaco, hipogonadismo e disfungdo enddcrina, com destaque para a
disfuncdo na secrecao do GH ou alteragcdo na produgao do IGF-1 ou nas IGFBPs
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2011; COLLETT-SOLBERG et al., 2007;
ESEZOBOR et al.,, 2016; NUNLEE-BLAND et al., 2004; PLATT; ROSENSTOCK;
ESPELAND, 1984; SOLIMAN, AT et al., 2017).

1.9 BAIXA ESTATURA E QUALIDADE DE VIDA NA DOENCA FALCIFORME

Com a possibilidade cada vez maior de os pacientes com DF viverem mais
tempo, surgem preocupagdes crescentes sobre questdes como perda cognitiva,
impactos no crescimento e desenvolvimento, qualidade de vida e custos associados
ao tratamento da doenca (DEBAUN; KIRKHAM, 2016; SINGHAL et al., 1994;
VERISSIMO, 2007). Puffer et al. (2009), por sua vez, identificaram uma relagao entre
BE e piores resultados cognitivos em criangas de 4 a 8 anos que nao tinham sofrido
isquemia cerebral. Embora ndo haja relagdo comprovada entre a velocidade de
crescimento e varias habilidades cognitivas, especula-se que possa haver
mecanismos fisiopatoldégicos semelhantes entre o atraso no crescimento e as
alteragbes na cognigcao. Esses problemas sdo bem conhecidos por terem um grande
impacto na qualidade de vida das criangas com AF (PUFFER; SCHATZ; ROBERTS,
2014).

1.10 BAIXA ESTATURA NA POPULAGAO GERAL

A baixa estatura é caracterizada por uma estatura inferior a 2 desvios padrdes
(DP) abaixo da média populacional para a idade e sexo, o que é aproximadamente
equivalente ao terceiro percentil nos graficos de crescimento da OMS (2007), embora
alguns autores utilizem o quinto percentii como limite para a definicdo de BE
(RAPAPORT; BOWLBY, 2004; ROGOL; HAYDEN, 2014). As causas de BE na
populagéo geral (Quadro 1) incluem uma infinidade de condigdes, entre elas: baixa
estatura isolada, que é a baixa estatura familiar (BEF), o retardo constitucional do
crescimento e puberdade (RCCP) e a baixa estatura idiopatica; as criangas nascidas
pequenas para a idade gestacional (PIG); doencas genéticas como as displasias

esqueléticas, sindrome de Turner e Sindrome de Down; deficiéncias nutricionais;
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transtornos psicossociais; doengas do trato gastrointestinal como a doenga celiaca,
doencas inflamatdrias intestinais e doenca hepatica cronica; doenca renal cronica,
como a acidose tubular renal; doencas osteometabdlicas, como o
pseudohipoparatireoidismo; outras hemoglobinopatias, como as talassemias;
doencas respiratérias, como a asma e a fibrose cistica; doencas cardiacas, como as
cardiopatias congénitas; e doengas enddcrinas, como o diabetes mellitus tipo 1,
hipotireoidismo e deficiéncia de GH (ANDRADE; JEE; NILSSON, 2017; COLLETT-
SOLBERG et al., 2019; OOSTDIJK et al., 2009; RAPAPORT; BOWLBY, 2004;
RODRIGUES; SILVA, 2001).

Quadro 1 — Principais causas de baixa estatura na populagao geral

Diagnéstico Frequéncia estimada

Baixa estatura isolada >60%
(anteriormente designada como "variantes de
crescimento normal")
> Baixa estatura idiopatica (BEI)
> Baixa estatura familiar
» Retardo constitucional do crescimento e
puberdade (RCCP)

Crianga nascida pequena para a idade gestacional ~2%

(PIG)

Sindrome de Turner ~2% das meninas
Baixa estatura sindrémica ~5%

Displasia esquelética ~2%

Disfuncéo do eixo GH/IGF ~2%

Doencas sistémicas cronicas ~2%
Hipotireoidismo primario <1%

Doenca celiaca <1%

Privagao psicossocial <1%

*Fonte: adaptado de COLLETT-SOLBERG et al., 2019

1.11 EIXO GH/IGF-1

A regulagao do crescimento pds-natal esta diretamente relacionada a producéao
de IGF-1 pelo figado e outros tecidos, estimulada pelo GH hipofisario. Essa producao
tem um papel fundamental na condrogénese da placa de crescimento das epifises
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osseas, conforme ilustrado na Figura 3. Além disso, o GH também estimula a
producéo hepatica de IGFBP-3 e da subunidade acido labil (acid labile subunit - ALS),
que sdo importantes para a acdo do IGF-1. E importante notar que menos de 2% do
IGF-1 circulante esta na forma livre. Dosagens séricas de IGF-1, IGFBP-3 e ALS ainda
sdo amplamente utilizadas na pratica clinica, pois podem fornecer informacdes sobre
a producéo total de IGF-1 e sua regulagéo pelo GH. Adicionalmente, a dosagem da
fracao livre do IGF-1 pode ser util em casos de suspeita de deficiéncia de GH ou outras
condigdes que possam afetar a ligagdo do IGF-1 as proteinas transportadoras. Além
disso, a avaliagao conjunta da dosagem do IGF-1 total e da IGFBP-3 pode ser mais
informativa do que a dosagem isolada do GH, pois, ao contrario do GH, n&o séo
secretados episodicamente e tem uma meia vida prolongada (ANDRADE; JEE;
NILSSON, 2017; COLLETT-SOLBERG et al., 2007; LUPORINI et al., 2001).

Figura 3 — Agéo do eixo GH/IGF-1 no crescimento
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Fonte: Adaptado de Walters; Griffiths (2009)

Notas: GH: Growth hormone (horménio do crescimento); GHRH: GH releasing hormone
(horménio liberador do GH); GHR: receptor do GH; ALS: Acid labile subunit (subunidade
acido labil); IGF-1; Insuline-like growth fator 1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1);
IGFBP: IGF-1 binding proteins (proteinas ligantes de IGF-1); IGF-1R: receptor do IGF-1. O
hipotalamico secreta GHRH, que estimula a secregao pulsatil de GH pela hipdfise, e a
somatostatina, que apresenta efeito contrario. O GH estimula seus receptores,
principalmente na placa de crescimento e figado, resultando em maior sintese de IGF-1 (3),
além de estimular o crescimento através da diferenciacdo de células precursoras na placa
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de crescimento em condrocitos. O IGF-1 se liga a um composto ternario formado com a ALS
e IGFBP-3, sendo que ele na forma livre modula outras células de forma enddcrina (1),
autocrina ou paracrina (2). O IGF-1 estimula a mitose dos condrécitos epifisarios (4) e a
contra regulagéo do GH (5).

A incidéncia de deficiéncia de GH na populagéo geral é estimada em cerca de
1 em cada 4.000 a 1 em cada 10.000 criancas. Para avaliar essa condi¢cdo, sao
necessarios testes confirmatérios que envolvem a administragdo de medicamentos
para estimular a secrecdo de GH e exames de imagem da regido hipotalamo-
hipofisaria (PAULA; CZEPIELEWSKI, 2008). Tais testes geralmente sao indicados em
criangas nas quais outras etiologias de prejuizo na estatura tenham sido excluidas e
que apresentem: BE associada a diminuicdo na velocidade de crescimento ou dos
niveis plasmaticos de IGF-1 e baixa estatura grave, definida como estatura inferior a
3 DP abaixo da média populacional para idade (FERNANDES et al., 2010; PAULA,
CZEPIELEWSKI, 2008; ROGOL; HAYDEN, 2014). Os testes para estimular a
secrecao de GH sao considerados onerosos, demorados, invasivos e arriscados, por
isso devem ser solicitados criteriosamente e outras formas de avaliacado devem ser
priorizadas. Embora os niveis de IGF-1 e IGFBP-3 sejam influenciados por varios
fatores além da deficiéncia de GH, como idade, nutricdo e puberdade, ainda sao
considerados exames adequados em termos de sensibilidade e especificidade para
triagem da deficiéncia de GH. Mesmo n&o sendo necessario ter baixos niveis de IGF-
1 e IGFBP-3 para solicitar testes de estimulo de GH, os testes devem ser fortemente
considerados se os niveis estiverem abaixo da referéncia laboratorial, pois a

especificidade do teste € muito maior que a sensibilidade (SHEN et al., 2015).

1.12 BAIXA ESTATURA E EIXO GH/IGF-1 NA ANEMIA FALCIFORME

Soliman et al. (1995) propbs que o atraso no crescimento de criangcas com
DF estaria relacionado com deficiéncia na secrecdo de GH e, consequentemente, na
producao de IGF-1 secundarios a isquemia ou infarto da glandula hipofisaria durante
um ou mais episédios de CVO. Estudaram 15 criangas com DF e altura inferior a -2
DP da média populacional para idade e sexo sob transfusdo sanguinea regular,
mantendo concentracdo de Hb acima de 9 g/dl, e cujas outras causas de BE foram
excluidas. Neste estudo compararam-se tais criangas com outras 15 saudaveis

pareadas para idade e com variacdo normal da baixa estatura (BEF e RCCP). A
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deficiéncia de GH foi avaliada e nas criangas com DF detectaram-se uma diminui¢cao
significativa na concentracéo de IGF-1 e na resposta do estimulo da secregédo de GH
com o uso de clonidina. Oito criancas com DF mostraram resposta inapropriada ao
GH e a presenga de sela turcica vazia ou parcialmente vazia na tomografia
computadorizada da regiao hipotalamo-hipofisaria (SOLIMAN et al., 2017).

Em relagdo ao tratamento com GH recombinante, Nunlee-Bland et al.
(2004) avaliaram retrospectivamente a presenga de crescimento insuficiente, definida
como altura e velocidade de crescimento inferiores a —2 DP da média populacional
para idade e sexo, em 79 criangas com DF. Os autores encontraram critérios para
crescimento insuficiente em 21,7% das criangas com AF, que foram
subsequentemente avaliadas para a possibilidade de deficiéncia de GH com teste de
estimulo. Surpreendentemente, todas as criangcas classificadas como crescimento
insuficiente receberam o diagndstico de deficiéncia de GH nos testes de estimulo e
foram, entdo, tratadas com GH recombinante. O tratamento foi considerado efetivo
tendo a altura final das criancas tratadas nao diferida de controles com DF e
crescimento normal.

Em relagdo aos dados brasileiros, Luporini et al. (2001) avaliaram 41
criangas com AF comparadas com mesmo numero de controles saudaveis pareados
para sexo e idade. Encontraram diferencga significativa entre o escore Z (EZ) do IGF-
1 e 0 EZ do IGFBP-3 entre os grupos, embora ndo houve correlagao significativa
desses parametros com os dados antropométricos e nem foi identificado paciente com
deficiéncia de GH avaliados por testes provocativos.

Embora a deficiéncia de GH e o atraso no inicio da puberdade das criancas
com DF possam estar associados a disfuncédo hipofisaria secundaria a isquemia
(LUPORINI et al., 2001; OZEN et al., 2013), outros autores tém sugerido que a maior
parte desses pacientes apresentem apenas atraso secundario no inicio da puberdade
(PLATT; ROSENSTOCK; ESPELAND, 1984). A puberdade em pacientes com AF se
encontra frequentemente atrasada em um a dois anos. No entanto, quando se ajusta
o desenvolvimento sexual para a idade 6ssea (I0) nao é encontrado anormalidade
(AL-SAQLADI et al., 2008). Dessa forma, o estirao de crescimento seria adiado, mas
nao prejudicado de forma significativa, e a maioria das criangas atingiriam uma altura
final normal (CIPOLOTTI et al., 2000; SINGHAL et al., 1994).
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1.13 ATRASO NO INiCIO DA PUBERDADE E RECUPERAGAO DO
CRESCIMENTO

Atraso no inicio da puberdade é definido como auséncia de sinais de
ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HHG) (desenvolvimento mamario em
meninas e volume testicular maior que 4ml em meninos) em idade superior a 2 DP da
meédia populacional, tradicionalmente definido aos 13 anos para as meninas e aos 14
anos para os meninos (HARRINGTON; PALMERT, 2022). A causa mais comum para
o atraso no inicio da puberdade é o RCCP, também denominado de atraso primario
da maturacao do eixo HHG, que compromete o crescimento e a estatura de 2% dos
adolescentes, principalmente dos meninos. O RCCP se caracteriza por prejuizo no
crescimento que se inicia aos 3 anos de idade e é agravado na idade da adolescéncia,
devido ao atraso no inicio da puberdade (GAUDINO et al., 2022). As caracteristicas
clinicas do RCCP podem ser semelhantes as muitas outras causas de atraso no inicio
da puberdade, como o hipogonadismo hipergonadotréfico, hipogonadismo
hipogonadotréfico e o atraso secundario da maturagdo do eixo HHG, também
denominado hipogonadismo hipoganadotréfico funcional (HARRINGTON; PALMERT,
2022; HOWARD; DUNKEL, 2019). O hipogonadismo hipogonadotréfico funcional
representa 20% das causas de atraso no inicio da puberdade (HOWARD; DUNKEL,
2019), e acontece secundario a desnutricdo, excesso de exercicio fisico, estresse
emocional e doencas crbnicas, como as doencas inflamatdrias intestinais,
insuficiéncia renal, doenga celiaca, beta-talassemia com sobrecarga de ferro e doenca
falciforme (ARAB-ZOZANI et al., 2021; HARRINGTON; PALMERT, 2022; HOWARD;
DUNKEL, 2019). Apesar do retardo no inicio da puberdade cursar com recuperagao
no crescimento, a recuperagao frequentemente ndo é completa, e a estatura adulta
resultante é inferior ao alvo genético. O tratamento correto e tempestivo da condigao
responsavel pelo atraso no inicio da puberdade é a melhor estratégia para promover
uma melhor recuperagao no crescimento (ARAB-ZOZANI et al., 2021; BARROSO et
al., 2019; HOWARD; DUNKEL, 2019).

1.14 ASPECTOS GENETICOS DA ESTATURA HUMANA

Estudos em gémeos monozigdticos e dizigoéticos sugerem que

aproximadamente 90% da variacdo na estatura das criangas e dos adultos € explicada
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por fatores genéticos (SILVENTOINEN et al., 2003, 2008; WORKALEMAHU et al.,
2018). Embora os fatores ambientais representem 50% da variagdo do comprimento
ao nascimento (CN), apés os 2 anos de idade os fatores genéticos passam a
predominar de maneira praticamente estavel (SILVENTOINEN et al., 2008). Estima-
se que 53% dos fatores genéticos que afetam a estatura dos 2 aos 18 anos de idade
nao se modificam e essa previsibilidade facilita o desenvolvimento de pesquisas na
area do crescimento (SILVENTOINEN et al., 2008).

Os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), em conjunto, explicam 40 a
50% da variacdo genética da estatura, embora esta estimativa pode cair para a
metade em populagdes sem ancestralidade europeia (YENGO et al., 2022). O restante
da herdabilidade da estatura pode ser explicada pela falta de poder estatistico das
amostras em identificar os SNPs mais relevantes (LELLO et al., 2017), pela existéncia
de variantes com efeitos moderados ou grandes e com frequéncia alélica inferior a
estipulada pelos grandes estudos (MAROULI et al., 2017) e por desequilibrio de
ligacdo incompleto entre as variantes causais e os SNPs genotipados (YANG et al.,
2010). Adicionalmente, existem dificuldades na definicdo dos genes que influenciam
a estatura. Isso ocorre, por exemplo, entre as variantes em desequilibrio de ligagao,
tornando a associagdo com a estatura de variantes préximas indistinguiveis. Outro
desafio surge quando as variantes estdo em regides nao codificantes, representando
mais de 80% nos estudos de GWA. Geralmente essas variantes estao localizadas em
regides intergénicas que nao guardam relagdo com genes proximos (GUO et al.,
2017). Usando uma técnica de enriquecimento dos genes relacionados a placa de
crescimento de rato com loci da estatura dos estudos de GWA, GUO et al., 2017
demonstraram que as variantes da estatura estao frequentemente relacionadas com
regides regulatérias dos condrécitos da placa de crescimento.

Variantes raras, que exercem um forte efeito deletério no funcionamento dos
condrécitos, podem cursar com prejuizo significativo na estatura, como nas displasias
esqueléticas. Estudos de GWA encontram variantes nao tdo raras nos mesmos genes
que estdo associadas a menor comprometimento do funcionamento da placa
epifisaria. Isso pode resultar em um espectro de fendtipos variando de estatura no
limite inferior da normalidade a baixa estatura idiopatica (BARON et al., 2015).

O ZBTB38, que apresenta acentuada expressao no tecido hematopoiético
(WONG; BHATTACHARYA, 2020), é frequentemente associado a estatura em
estudos de GWA (PARSONS et al., 2022; WANG et al., 2013). O efeito na estatura de
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alguns SNPs pode variar em diferentes populagées (GRAFF et al., 2021), enquanto o
SNP rs724016 no ZBTB38 se associou ao crescimento quando foram avaliados
diversos aspectos, como o comprimento ao nascimento (VAN DER VALK et al., 2015),
populacdo de chineses com BE (WANG et al., 2013), individuos com ancestralidade
europeia (LETTRE et al., 2008) e individuos com ancestralidade africana (GRAFF et
al., 2021).

1.15 METODOS DE PREVISAO DA ESTATURA ADULTA

Ha mais de 40 anos diversos métodos de previsdo da estatura adulta (PEA)
sdo utilizados na area da endocrinologia pediatrica e em pesquisas cientificas para
avaliar o progndstico estatural de criangas com BE e com o objetivo de testar a eficacia
de tratamentos (BRAMSWIG et al., 1990; MAURAS et al., 2008, 2016; ROCHE;
WAINER; THISSEN, 1975; ROEMMICH et al.,, 1997; THODBERG et al., 2009;
TOPOR et al., 2010). Esses métodos surgiram para predizer a estatura adulta em
criangas submetidas a terapias que poderiam interferir no crescimento e na maturacao
Ossea, além de basearem-se no antigo conceito de que a combinagdo de dados da
estatura com dados da |O poderia ser capaz de fazer tal previsdao (ROCHE; WAINER,;
THISSEN, 1975). Dessa forma, a estatura determinada pelos métodos de previséao
passou a ser usada como critério para avaliar o sucesso de diversos medicamentos,
muitas vezes dispensando a necessidade de esperar até que os participantes da
pesquisa atingissem a idade adulta para nova avaliagéo da estatura (BRAMSWIG et
al., 1990; COSTA-JUNIOR, 2019; MAURAS et al., 2016).

Os métodos mais utilizados para avaliar a |0 sdo os de Tanner-Whitehouse e
de Greulich-Pyle (GREULICH; PYLE, 1959; TANNER, J. M., 2001). Ambos utilizam
radiografias da m&o e do punho esquerdo, sendo que o método de Tanner-
Whitehouse atribui uma pontuacédo para 13 ossos diferentes e o método de GP
compara as imagens obtidas com padrdes radiolégicos conhecidos (BRAMSWIG et
al., 1990; GREULICH; PYLE, 1959; SANCTIS et al., 2014; SATOH, 2015).

Varios fatores influenciam a 10, incluindo fatores genéticos, nutricionais,
metabolicos, sociais, emocionais, ambientais e hormonais, como os niveis séricos de
GH, horménios tireoidianos e sexuais. O atraso na puberdade em associagcdo ao
retardo na maturagdo 6ssea sdo comuns em pacientes com AF, e alguns estudos

sugerem que a lO pode ser um indicador do estagio pubertario mais eficiente que a
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idade cronoldgica (IC), definida por meio da data de nascimento do participante no
momento da avaliagdo (LUBAN; LEIKIN; AUGUST, 1982).

Existem dois métodos comuns para avaliar o quanto uma crianca ainda pode
crescer, ou seja, seu potencial de crescimento ou PEA baseados na 10. Os métodos
de PEA de Bayley-Pinneau (BP) (BAYLEY; PINNEAU, 1952) e Roche-Wainer-Thissen
(RWT) (WAINER; ROCHE; BELL, 1978), ambos utilizam o método de Greulich-Pyle
para determinar a 10. Ambos os métodos se baseiam na estimativa do potencial de
crescimento, que mede quanto da estatura adulta ainda precisa ser alcangcada. O
método BP divide a estatura atual do paciente por uma fragao decimal, que varia de
acordo com a 10O, sexo e a diferenga entre a 10 e a IC. O método RWT calcula a PEA
usando uma combinacéo linear de fatores como altura, peso, IC, 10, altura dos pais e
coeficientes especificos por género. A comparacgao entre os métodos de BP e RWT
sO é possivel para meninos maiores que 7 anos € meninas maiores que 6 anos, pois
o método de BP nao ¢é aplicavel a criangas mais novas (ROCHE; WAINER; THISSEN,
1975; TOPOR et al., 2010).

Figura 4 — Potencial de crescimento utilizado pelo método BoneXpert
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Fonte: Thodberg et al., 2009.
Nota: Potencial de crescimento para meninos (acima) e meninas (abaixo) de acordo com a
idade. A idade é indicada préxima a cada curva.

Os métodos de BP e de RWT empregam um modelo de regresséao linear para
calcular a PEA, sem levar em conta a grande variabilidade na velocidade de
crescimento durante o desenvolvimento puberal (BRAMSWIG et al., 1990;
THODBERG et al., 2009). Thodberg et al. (2009) desenvolveram um novo método de
PEA chamado BoneXpert, que utiliza estimativas ndo lineares para o célculo do
potencial de crescimento usando as variaveis |10 e IC (Figura 4). Esse método é
adequado a pacientes que apresentam IO muito atrasada ou adiantada, em especial
para casos de baixa estatura idiopatica, alta estatura e retardo constitucional do
crescimento e puberdade (KHAMIS; ROCHE, 1994; MARTIN; SCHITTENHELM,;
THODBERG, 2016). A PEA calculada pelo BoneXpert pode ser determinada utilizando
a |0 definida por método automatizado também chamado BoneXpert ou pelo modelo
comparativo tradicional de GP (MARTIN; SCHITTENHELM; THODBERG, 2016).

1.16 OPGOES TERAPEUTICAS NA DOENGA FALCIFORME

Nos ultimos anos, houve um avancgo significativo nos cuidados de individuos
com DF, principalmente em criangas. A implementacdo de programas de triagem
neonatal, o inicio precoce da profilaxia com penicilina e o tratamento imediato de
infeccbes tém colaborado para o aumento da expectativa de vida dessas criangas
(QUINN et al., 2010; TSHILOLO et al., 2018). Além disso, outras medidas, como
suporte nutricional, transfusbes sanguineas, reposicdo de GH em criangas com
deficiéncia e terapia com HU, também tém sido associadas a possiveis beneficios
para o crescimento dessas criancas (IUGHETTI; BIGI; VENTURELLI, 2016; PIEL;
STEINBERG; REES, 2017).

Em geral, os pacientes com DF conseguem se adaptar a anemia crénica sem
a necessidade de transfusdes sanguineas. No entanto, em situacdes especificas, as
transfusdes sao indicadas para corrigir a anemia e reduzir a ocorréncia de CVO. Vale
destacar que as transfusdes apresentam possiveis desvantagens, como aumento da
viscosidade sanguinea, risco de aloimunizacgao e transmissao de doencas infecciosas,
além da sobrecarga de ferro (KAPOOR; LITTLE; PECKER, 2018; KOPERDANOVA,;
CULLIS, 2015; REES; ROBINSON; HOWARD, 2018). Apesar disso, as transfusdes
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sanguineas sao recomendadas para a prevencado de complicagdes neuroldgicas
cronicas e também podem ser indicadas em complica¢gdes agudas, como AVE, STA,
crises algicas, priapismo e periodo perioperatorio (REES; ROBINSON; HOWARD,
2018).

O transplante de células tronco hematopoiéticas € uma opcéo terapéutica com
potencial curativo para a DF, mas apresenta limitagdes significativas, como alto custo,
toxicidade, dificuldade em encontrar doadores compativeis, risco de rejeicéo
imunoldgica e prognostico incerto (BRASIL, 2018; KAPOOR; LITTLE; PECKER,
2018; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

O avancgo da compreensao dos aspectos celulares, moleculares e biofisicos da
DF tem motivado a busca por outras formas de terapias para a doenca. Uma dessas
terapias é o uso oral do aminoacido L-glutamina, que foi aprovada pelo FDA (U.S.
Food and Drug Administration) em 2017 para reduzir o estresse oxidativo e prevenir
CVO em pacientes com DF acima de 5 anos de idade (KAPOOR; LITTLE; PECKER,
2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). O crizanlizumabe foi aprovado pelo FDA
em 2019, e no ano seguinte pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
para pacientes com idade minima de 16 anos, trata-se de um anticorpo monoclonal
humanizado seletivo para IgG2 kappa, administrado em infusdo venosa mensal, que
se liga a P-selectina, inibindo suas interagdes multicelulares adesivas geradoras de
inflamacgao, que sao essenciais para as CVO. Em 2019 o FDA também aprovou o
voxelotor para criangas de 4 a 11 anos de idade. O voxelotor representa uma nova
classe de medicamento, administrada oralmente, que modifica alostericamente a HbF,
aumentando sua afinidade ao oxigénio, o que gera diminui¢gdo na polimerizacéo da
HbS (ABDEL HADI et al., 2023; BRANDOW:; LIEM, 2022; MINISTERIO DA SAUDE -
BRASIL, 2022).

1.17 TRATAMENTO COM HIDROXIUREIA

A HU é a terapia farmacologica mais bem-sucedida para AF, pois reduz o
numero e a gravidade das CVO (CHARACHE et al., 1995), melhora os parametros
hematolégicos (SANT’ANA et al., 2017), diminui o numero de internagdes e aumenta
a sobrevida (ARDUINI; RODRIGUES; TROVO DE MARQUI, 2017; FUQUA et al.,
2012; STEINBERG; H., 2008). Varios estudos confirmam que a HU é capaz de inibir
a sintese de DNA sem afetar a sintese de RNA ou proteina, agindo como um inibidor
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da ribonucleotideo redutase (IUGHETTI; BIGI; VENTURELLI, 2016). Aprovada pelo
FDA em 1967 para tratamento de doencgas neoplasicas e em 1998 para o tratamento
da DF, a HU aumenta a sintese de cadeias gama-globinas e a sintese intraeritrocitaria
de HbF, reduzindo as complicagdes da AF (BRASIL., 2013). Estudos realizados em
adultos demonstraram que a HU tem a capacidade de aumentar a concentracéo de
Hb, o volume corpuscular médio (VCM) e o percentual de HbF, enquanto diminui a
producado de leucécitos e reticuldcitos, bem como a expressdo de moléculas de
adesao, o que reduz a oclusao vascular (HANKINS et al., 2014). Embora possa haver
efeitos adversos, como leucopenia, neutropenia e plaquetopenia, esses efeitos
geralmente sado leves e reversiveis (ZIMMERMAN et al., 2004). O uso de HU em
adultos levou a uma redugdo de 40% na mortalidade, incentivando seu uso em
pacientes pediatricos (TSHILOLO et al., 2018).

No entanto, ha duvidas sobre os efeitos adversos do uso crénico de HU em
criangas, incluindo possiveis efeitos na fertilidade e teratogenicidade (CANNAS;
POUTREL; THOMAS, 2017; HANKINS et al., 2005). De acordo com a Portaria
Conjunta n°® 05, de 19 de fevereiro de 2018, a HU é restrita a criangas com mais de 2
anos de idade com casos mais graves da AF. A dose inicial recomendada é 15
mg/kg/dia e pode ser aumentada se ndo houver toxicidade hematoldgica importante
(BRASIL, 2018).

Contudo, os potenciais beneficios da HU em prevenir danos permanentes em
varios 6rgaos e melhorar a sobrevivéncia tém sido debatidos recentemente para todas
as criangas com AF a partir dos 9 meses de idade, independentemente da gravidade
da doenga. Enquanto alguns pesquisadores tém sugerido a possibilidade de uso
precoce da HU, argumentando que o seu uso antes da diminui¢ao dos niveis de Hb e
HbF, que ocorre nos primeiros meses de vida, poderia evitar as complicagbes da
doenga (IUGHETTI; BIGI; VENTURELLI, 2016; SCHUCHARD et al., 2019). Embora o
estudo HUSOFT tenha utilizado uma pequena coorte, ele demonstrou que uma
formulacao liquida de HU promoveu crescimento e desenvolvimento puberal normal
em 21 criangas com AF (HANKINS et al.,, 2005). O ensaio clinico multicéntrico,
randomizado, duplo-cego e controlado com placebo conhecido como BABY HUG
avaliou o uso de HU em 193 criangas com gendétipo HbSS e HbSB0 com idade entre
9 e 18 meses por um periodo de dois anos. Embora ndo tenha havido distingdo nos
dados antropométricos entre aqueles que utilizaram HU e aqueles que nao utilizaram,

foi observada uma correlagéo negativa entre a estatura e a concentragao absoluta de
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neutrofilos em ambos os grupos. Esses resultados foram possivelmente relacionados
a inflamagao, que aumenta em proporgdes iguais os neutrofilos e as complicagdes da
DF (RANA et al., 2014).

O efeito da HU em aumentar os niveis de HbF representa o principal
mecanismo do medicamento na redugéo da mortalidade em pacientes com AF (PULE
et al., 2015; STEINBERG et al., 2003). No entanto, a resposta a HU pode variar
significativamente, com niveis de HbF oscilando entre 10% e mais de 30% (MAIER-
REDELSPERGER et al., 1998; PULE et al., 2015). A evolu¢gdo da HbF durante o
tratamento com HU foi descrita por Maier-Redelsperger et al. (1998), onde a maioria
dos pacientes atingiu valores maximos de HbF apdés 12 meses de tratamento. O
objetivo do tratamento com HU é melhorar o bem-estar, reduzir as crises algicas,
aumentar a HbF para 15%-20%, aumentar os niveis de Hb e manter uma
mielotoxicidade aceitavel (CANNAS; POUTREL; THOMAS, 2017). No entanto, cerca
de 30% dos pacientes com AF nao respondem a HU, com valores de HbF inferiores a
10% apos o inicio do tratamento (MAIER-REDELSPERGER et al., 1998; ZHU et al.,
2017). Devido a ineficacia da HU em alguns pacientes, muitos permanecem
sintomaticos, o que pode exigir a associagdo com outros medicamentos ou terapias
(CANNAS; POUTREL; THOMAS, 2017). Embora seja suposto que o efeito da HU na
DF esteja relacionado a vias diferentes na indugdo da HbF, como o aumento da
hematopoiese, liberagdo de NO endotelial e redugdo na contagem de leucdcitos, a
variabilidade na resposta ao tratamento ainda nao ¢ completamente compreendida.
Acredita-se que uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo aumento da HbF mediante o uso da HU e suas interagcdes
farmacogendmicas podem levar ao desenvolvimento de medicamentos menos téxicos
ou melhorar a aplicacédo da HU (PULE et al., 2015; SALES et al., 2022b). Além disso,
a pesquisa clinica também tem avancado no tratamento com HU. Schuchard et al.
(2019) descobriram que a HU é mais eficaz quando iniciada entre as idades de 5 a 12
meses, em comparagdao com pacientes mais velhos, sugerindo uma janela de
oportunidade para o uso da medicagdo em idades mais jovens para evitar a diminuicéo

progressiva da HbF apds o nascimento.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora dados recentes sobre a mortalidade de criangas com AF no Brasil ndo
mostrem a mesma tendéncia de redugéo progressiva vista em paises com maiores
recursos financeiros (PIEL; STEINBERG; REES, 2017), podemos esperar que
politicas publicas recentes, como a ampliagdo do programa de triagem neonatal e do
uso da HU, possam conduzir ao mesmo desfecho (NASCIMENTO et al., 2022). A
difusdo de medidas como a utilizagao de penicilina para evitar infecgées em criancas
ou as transfusdes sanguineas para prevenir AVE tornaram as complicagdes agudas
da doenca menos comuns, aumentando a sobrevida de pacientes com AF e criando
um novo desafio, que é a prevengao de doengas crbénicas (PAYNE et al., 2020).
Evidéncias recentes sugerem que a BE pode impactar negativamente na qualidade
de vida de adultos e criangas (BACKELJAUW et al., 2021), enquanto em criangas com
AF as alteragdbes no crescimento sao consideradas como as disfuncdes
endocrinolégicas mais comuns (OZEN et al., 2013). Entre as diversas causas para as
alteracdes no crescimento de criangas e adolescentes com AF esta a deficiéncia de
GH e as alteracdes no eixo GH/IGF-1, que sao supostamente associadas a isquemia
hipofisaria (NUNLEE-BLAND et al., 2004; SOLIMAN et al., 1997).

Ensaios clinicos com HU em criangas com AF sugerem que o medicamento
seja capaz de prevenir o impacto negativo da doenga no crescimento (HANKINS et
al., 2014; RANA et al., 2014), sendo recomendado o tratamento com HU para todas
as criangas, segundo alguns autores (THORNBURG et al., 2012). No entanto, as
Diretrizes Terapéuticas da Doenca Falciforme definidas pelo Ministério da Saude
restringem o tratamento as criangas com quadro mais grave, geralmente
acompanhado por mais de uma complicagao clinica, e principalmente para criangas
com mais de 2 anos de idade (BRASIL, 2018). Uma metanalise recente avaliou o uso
prolongado de HU e propde mais estudos para definir os beneficios do tratamento
para o crescimento e desenvolvimento (RANKINE-MULLINGS; NEVITT, 2022).

Neste estudo, consideramos importante quantificar o prejuizo no crescimento
das criangas com AF em relagao ao seu potencial genético, definido pela altura dos
pais. Adicionalmente, definir os principais fatores capazes de impactar no crescimento
dessas criancgas, em especial para o papel da HU, do eixo GH/IGF-1, dos niveis de
HbF, da co-heranca de alfa-talassemia e do polimorfismo rs724016 do ZBTB38.
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Ao avaliar os fatores de risco e protetores que afetam o crescimento de criangas
com AF, pretendemos agregar conhecimento cientifico aos mecanismos
fisiopatoldégicos da doenca na perspectiva de aperfeigoar ou criar condutas
terapéuticas e de cuidados para otimizar recursos no tratamento e proporcionar

melhor qualidade de vida aos afetados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAIS

Caracterizar a estatura, a maturacao 6ssea e o eixo GH/IGF-1, e associagao
com parametros laboratoriais e clinicos, fatores modificadores e gendtipos do
polimorfismo no ZBTB38 (rs724016) em criangas e adolescentes com anemia

falciforme.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar o perfil demogréafico, antropométrico e clinico dos
participantes com anemia falciforme.

2. Determinar o perfil do eixo GH/IGF-1 nos participantes com AF.

3. Definir os gendtipos referentes ao polimorfismo rs724016 do ZBTB38 e
as mutagdes delecionais alfa3.7Kb e 4.2Kb dos genes HBA1/HBAZ2 para identificar a
co-heranca da alfa-talassemia nos participantes do estudo.

4. Avaliar a associacdo dos dados antropométricos e do eixo GH/IGF-1
com os niveis de HbF, tratamento com HU e co-herancga de alfa-talassemia.

5. Classificar a |0 como indicadora de maturacao 6ssea e testar a PEA
baseado na 10 como estimativa do prognéstico estatural nos participantes do estudo.

6. Ajustar os dados da estatura e da PEA a estatura dos pais ao testar a
associagao como os fatores modificadores selecionados da AF.

7. Analisar o impacto das variantes de rs724016 nos parametros
antropométricos, desfechos clinicos e modificadores selecionados da AF nos
participantes do estudo.

8. Propor um modelo do efeito do SNP rs724016 (ZBTB38) com o eixo

GH/IGF-1, estatura e o nivel de HbF a partir dos achados do estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir descrevemos a populagao estudada e os diversos aspectos da

avaliacao.

41 DESENHO E LOCAL DE REALIZAGAO DO ESTUDO

Estudo transversal com pacientes com AF (gendtipo HbSS), com idade
variando de 3 a 20 anos atendidos entre agosto de 2018 a julho de 2019 no
ambulatério do Hemocentro Regional de Governador Valadares. O HRGV atende
criangas acometidas pela AF e outras hemoglobinopatias residentes nas regides dos
Vales do Aco, Rio Doce, Mucuri e Jequitinhonha, e parte da Zona da Mata mineira. A
escolha da faixa etaria minima envolvida na pesquisa teve o objetivo de compreender
as criangas aptas a utilizar HU, ja que o protocolo vigente no momento da elaboragao
do projeto n&do permitia o uso de HU em criangas menores que 3 anos (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Quanto & faixa etaria maxima a ser enquadrada na
pesquisa, levou-se em consideracdo a maior prevaléncia de atraso no inicio da
puberdade entre adolescentes com AF, e por isso estendeu a faixa etaria até adultos
jovens com 21 anos incompletos. Embora a OMS define adolescente como a
populagdo com idade variando de 10 a 20 anos incompletos, outros autores
consideram que na atualidade a idade que varia de 10 a 24 anos € mais adequada
para representar o processo de desenvolvimento dos adolescentes, em especial para
os adolescentes com comorbidades que comprometam o seu desenvolvimento
(SAWYER et al., 2018), como é o caso da AF . O diagnéstico da AF nos participantes
foi obtido dos registros médicos, sendo baseado principalmente na eletroforese de Hb,
que é realizada pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais
(PETN-MG).

Para a analise de dados, os desfechos foram ajustados aos niveis de HbF, co-
heranca de alfa-talassemia, genétipos do SNP rs724016 e tratamento com HU. Os
participantes que utilizaram HU por menos que 1 ano foram incluidos no grupo sem
tratamento (grupo sem HU) considerando que estavam em uma fase inicial de
escalonamento de dose (ADEGOKE et al., 2018).

Foram avaliados dados clinicos, padrdes de crescimento e de
desenvolvimento, resultados de exames bioquimicos que retratam o eixo GH/IGF-1 e
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dados hematologicos extraidos de prontuarios, conforme fluxograma da pesquisa
descrito na Figura 5.

Os participantes do estudo também foram comparados pela PEA pelo método
de previsdo denominado BoneXpert (disponibilizado em www.BoneXpert.com/ahp).
Este método se contrapbe ao modelo tradicional, que € o Bayley-Pinneau (BP),
trazendo vantagens em relacdo a uma PEA mais proxima da realidade em criangas
com atraso da puberdade e da maturacéo ossea, frequentemente observada na AF.
O método também permite avaliar a PEA em criangas com valores de 10 a partir de 4
anos de idade, enquanto o BP necessita de valores de 10 a partir de 6 anos para
estimar a PEA (THODBERG et al., 2009).

Figura 5 — Fluxograma da Pesquisa

Recusa em participar do Selecdo: Pacientes com Critérios de exclusdo:
estudo por paciente e/ou - AF em consulta regular no - -ldentificagcdo de alguma doenga
responsavel HRGV e com idade de 3 a ou sindrome nao avaliada na
N=2 20 anos. pesquisa que seja associada a
N=83 baixa estatura
- Presenca de alguma condigao
predisponente para a deficiéncia
de GH, como lesao intracraniana
e iradiacéo do sistema nervoso
central
Avaliagio dos dados clinicos, laboratoriais, moleculares e radiografia - Deficiéncia intelectual
de mao e punho para idade dssea acentuada
N=80 N=1

§

Avaliacdo da associacdo dos desfechos antropométricos e eixo GH/IGF-1 com o rs724016 (ZBTB38) e fatores
modificadores da anemia falciforme.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Nota: HRGV: Hemocentro Regional de Governador Valadares; AF: anemia falciforme; GH:
growth hormone (horménio do crescimento); IGF-1: fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (insuline-like growth factor 1).

4.2 POPULAGAO E ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado nos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora sob numero de CAAE 78011417.4.0000.5147 e
da Fundagcao Hemominas (parecer n° 2.666.921; CAAE 78011417.4.3001.5118)
(Anexo 7). Todos os pacientes com consultas agendadas no HRGV foram avaliados

previamente quanto ao diagndstico de AF (HbSS) e quanto a faixa etaria definida nos
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critérios de inclusdo. Durante o tempo em que permaneciam no HRGV para suas
consultas de rotina, pacientes e seus responsaveis foram convidados a participar do
estudo e assinar os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ou os
Termos de Assentimento (TA), conforme cada caso (Apéndice 7 a 10). Mediante a
aceitacdo em participar do estudo, os participantes foram submetidos a avaliagao
clinica para definicdo dos critérios de exclusdo, antes de se prosseguir com a coleta
de sangue para exames laboratoriais e moleculares. Os critérios de exclusdo definidos
foram:

+ Identificacdo de alguma doenga ou sindrome n&o avaliada na pesquisa
que seja associada a BE, como as displasias esqueléticas, sindrome de Turner ou

doencas crbnicas ndo relacionadas a AF (BRASIL, 2018).

* Presenca de alguma condigao predisponente para a deficiéncia de GH,

como lesao intracraniana e irradiacdo do sistema nervoso central.

» Deficiéncia intelectual acentuada, definida por limitagao intelectual que
curse com prejuizo significativo da independéncia pessoal esperada para a faixa etaria
(MATA, 2018), conforme informado pelos responsaveis no momento da avaliagao

clinica.

Se incluido na pesquisa, o participante era encaminhado para a realizagéo da
radiografia de mé&o e punho para a |O, que foi realizada no prazo de trés meses da

avaliacio inicial.

4.3 COLETA DE DADOS DE PRONTUARIO E AVALIAGAO CLINICA

Mediante inclusdo no estudo, todos os participantes tiveram o prontuario
institucional avaliado a fim de obter informagdes relevantes ao estudo, como os dados
hematoldgicos mais recentes, entre eles, a dosagem de HbF e indices hematimétricos
(Quadro 2). Os dados laboratoriais extraidos do prontuario (Apéndice 1) foram
utilizados na condi¢ao de terem sido realizados em menos de um ano da avaliagao.

A avaliacao clinica de todos os participantes ocorreu nas dependéncias do
HRGYV e incluiu entrevista e exame fisico com avaliagdo antropométrica e do estagio
puberal. Durante a avaliagdo clinica foram utilizados formularios previamente
elaborados, denominados Banco de Dados Clinico (Apéndice 2), Banco de Dados
Endocrinolégico (Apéndice 3) e Exame Clinico (Apéndice 4), com o objetivo de



42

investigar doencgas associadas a AF, critérios de exclusédo (Apéndice 5) a participagéo
no estudo e condi¢des clinicas que poderiam cursar com BE. Esses dados foram
confrontados com aqueles coletados no registro médico. Todos os dados coletados
dos prontuarios e dos formularios foram compilados em um banco de dados no SPSS®

versao 20.0 para analises estatisticas

Quadro 2 — Relacéo dos exames laboratoriais coletados do prontuario médico

DADOS METODO JUSTIFICATIVAS
LABORATORIAIS
Ferritina Turbidimetria Deficiéncia ou sobrecarga de
Ferro
HbF Cromatografia liquida de | Gravidade da anemia falciforme
alta eficiéncia e efeitos colaterais da HU
Hb Tecnologia de | Gravidade da anemia falciforme
impedancia e fotometria | e efeitos colaterais da HU
Leucécitos globais | Tecnologia de Gravidade da anemia falciforme
impedancia e fotometria | e efeitos colaterais da HU

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)
Nota: HU: hidroxiureia; HbF: hemoglobina fetal; Hb: hemoglobina.

Para a avaliagao antropométrica foram aferidos peso e estatura. As medidas
foram determinadas de acordo com técnicas padrdo (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2011) utilizando balanca digital da marca Lider® (modelo P-200 M) e
estadidbmetro portatil vertical, de piso, com paquimetro deslizador da marca
Alturaexata®.

O peso foi aferido com roupa leve, sem sapatos, utilizando balanga com
precisao de pelo menos 0,1 kg. A estatura foi determinada com precisao de 1,0 mm.
Posteriormente, foi calculado o indice de massa corporal [IMC=peso(kg)/altura2(cm)].
Os participantes foram classificados de acordo com o EZ da populagao saudavel de
referéncia (OMS, 2007) para os dados antropométricos (DE ONIS et al., 2007) e o
calculo do EZ foi feito utilizando-se o aplicativo Child Metrics (DEMIR et al., 2017),
como descrito no Apéndice 4.

O estagio puberal foi classificado de acordo com os critérios de Tanner
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007; TANNER, 1975, 1981), utilizando modelos
comparativos para o sexo feminino (Anexo 1) e masculino (Anexo 2). Na avaliagcao
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dos dados foi utilizado para sexo masculino o estagio genital e para o sexo feminino
o estagio mamario (MANDESE et al., 2019).

A avaliacdo clinica apresentada no Apéndice 4 também incluiu os dados de
altura dos pais, com o objetivo de calcular a estatura alvo (EA), também referida como
alvo genético (SIMONE et al., 1997). A EA foi calculada pela média do EZ da estatura
do pai e da mae. O calculo do EZ da estatura dos pais foi ajustado para o sexo e
estatura aos 19 anos de idade de um banco de dados da OMS (2007) e utilizando o
aplicativo Child Metrics (DEMIR et al., 2017). A estatura do pai e da mé&e foram obtidas
pela mesma técnica empregada para a altura dos participantes, ou, na
impossibilidade, fez-se uma estimativa a partir das informacdes prestadas pelos
pacientes e seus responsaveis (HIMES; ROCHE, 1982; LIPMAN et al., 2016;
WAINER; ROCHE; BELL, 1978).

O Apéndice 3 também traz dados relativos ao nascimento, sendo que o peso e
o CN foram ajustados ao sexo e idade gestacional e expressados em DP conforme
dados do Projeto INTERGROWTH-21st (VILLAR et al., 2014). Pequeno para a idade

gestacional (PI1G) foi definido como CN menor que —2DP.

4.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Dentre os exames bioquimicos (Quadro 3), foram realizadas as dosagens de
IGF-1 e IGFBP-3 por meio de ensaio imunométrico quimioluminescente (sistema
IMMULITE® 2000, Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd). Para o calculo dos
EZ do IGF-1, foi utilizada a referéncia do kit laboratorial, que se baseou em uma
populacado predominantemente alema (ELMLINGER et al., 2004). Para o calculo do
EZ do IGFBP-3, o referencial foi baseado em uma amostra de populagao turca que
trabalhou com o mesmo ensaio (GUVEN et al., 2013), devido a insuficiéncia de dados
necessarios para o calculo do EZ no kit laboratorial empregado. Diante das variaveis
média e DP, apresentadas nas referéncias de IGF-1 e IGFBP-3 e categorizadas de
acordo com sexo e IC (Anexo 6), foi calculado o EZ dos resultados laboratoriais
mencionados. A férmula para calculo do EZ foi: (X — média) / DP. Para o calculo do
EZ do IGF-1 e IGFBP-3 foi empregada a IO em substituicdo a IC, por sua elevada
correlagédo com o desenvolvimento puberal em individuos com AF (LUBAN; LEIKIN;
AUGUST, 1982), tendo assim a intensao de atenuar qualquer impacto deste aspecto
na avaliagdo, como sugerido por Gupta et al. (2011).
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Quadro 3 — Exames bioquimicos realizados pelos participantes da pesquisa

EXAME METODO JUSTIFICATIVAS para descartar
BIOQUIMICO doencas crénicas associadas a baixa
estatura®

Uréia Enzimatico UV Doenca renal crbnica

Creatinina Labtest Doenca renal cronica

Albumina Colorimétrico Desnutricao

TSH Quimioluminescéncia | Disfuncgao tireoidiana

T4 Livre Quimioluminescéncia | Disfungao tireoidiana

IGF-1 Quimioluminescéncia | Deficiéncia de GH

IGFBP-3 Quimioluminescéncia | Deficiéncia de GH

*Fonte: (Brasil., [s.d.]; Rapaport e Bowlby, 2004; Rogol e Hayden, [s.d.])

Nota: UV: ultravioleta.; TSH: Thyroid-stimulating hormone (hormonio estimulante da
tireoide); T4: tiroxina; IGF-1; Insuline-like growth fator 1 (fator de crescimento semelhante a
insulina 1); IGFBP: IGF-1 binding proteins (proteinas ligantes de IGF-1).

4.5 ANALISES RADIOLOGICAS E PREVISAO DE ESTATURA FINAL

Durante as consultas no HRGV, os participantes do estudo foram
encaminhados para a realizagao de radiografia de mao e punho esquerdo para a
determinacao da 10O, que foi definida manualmente conforme descrito no atlas de
Greulich e Pyle (1959). A analise das radiografias foi feita por um unico
endocrinologista, evitando as variagdes na forma de definir a |0 (BERST et al., 2001;
SANCTIS et al.,, 2014). A 10 foi utilizada para o calculo do EZ do IGF-1, como
complemento ao calculo baseado na IC (COLLETT-SOLBERG et al., 2007). Para o
calculo da PEA, optamos pelo método denominado BoneXpert verséao 2.20
(disponibilizado em www.BoneXpert.com/ahp e seguindo os passos descritos no
Apéndice 6), que apresenta a vantagem de trazer uma previsibilidade maior em
individuos com atraso da maturagao 6ssea (THODBERG et al., 2009), como € comum
na AF.

4.6 ANALISES MOLECULARES
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A extracdo do DNA genbmico (gDNA), a partir de leucodcitos do sangue
periférico coletado em tubo contendo anticoagulante EDTA, foi realizada com o kit
comercial QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®), seguindo o protocolo do
fabricante e armazenado a -20°C. O gDNA foi quantificado e seu grau de pureza
determinado pela razdo das densidades épticas A260nm/A280nm em equipamento

de espectrofotometria (Nanovue - GE®).

4.6.1 GENOTIPAGEM DOS ALELOS DE DELEGAO DOS GENES HBA1/HBA2
PARA ALFA-TALASSEMIA

A genotipagem no HBA1/HBAZ2 foi realizada para detectar a presenca de
delegbes' tipos -a37 e -a*2?, mais frequentes na populagdo de Minas Gerais que
acarretam a alfa-talassemia. A reacao foi realizada por meio de gap-PCR multiplex
com o kit comercial de reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain
reaction — PCR) Multiplex (QIAGEN, Germany), de acordo com o protocolo descrito
previamente (TAN et al., 2001), modificando-se a temperatura de anelamento dos

primers para 62°C conforme descrito em Belisario et al., 2015.

4.6.2 GENOTIPAGEM DO RS724016 DO ZBTB38

A genotipagem do rs724016 foi feita por PCR em tempo real com o ensaio de
discriminagao alélica TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). APCR em
tempo real foi realizada utilizando o Termociclador em Tempo Real Fast 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.7 ANALISE ESTATIiSTICA

As andlises estatisticas foram realizada com o IBM SPSS versao 20.0 e
agrupamos os dados descritivos conforme o tratamento com HU (KATO et al., 2018).
A normalidade foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. O teste exato de Fisher
comparou variaveis nominais entre grupos quando algum valor esperado ou
observado na tabela de contingéncia foi menor que 5, enquanto o teste do qui-
quadrado foi utilizado para valores maiores na tabela. O teste-t comparou as variaveis
continuas com distribuicdo normal entre dois grupos, e o teste de Mann-Whitney
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comparou as variaveis sem distribuicdo normal. Utilizamos o teste do qui-quadrado
para confirmar o equilibrio de Hardy-Weinberg dos gendtipos do SNP rs724016 do
ZBTB38. A associagao dos genotipos do rs724016 com outras variaveis foi testada
utilizando os modelos genéticos dominante, aditivo e recessivo. No caso do modelo
genético aditivo, a ANOVA seguido do teste de Turkey comparou varidveis com
distribuicdo normal entre os grupos (GG vs AG vs AA), enquanto o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn comparou variaveis sem distribuicdo normal. Quando
0s genotipos do rs724016 fizeram parte das analises, o0 modelo linear generalizado
(MLG) associou mais de uma variavel preditora com diferentes desfechos de
interesse, como dados antropométricos, niveis séricos ajustados de IGF-1 e IGFBP-3
e nivel de HbF. Consideramos o gendtipo homozigoto para o alelo A (alelo ancestral)
como referéncia ao criar as duas variaveis Dummy utilizadas para representar os
gendtipos do rs724016 no modelo aditivo, que foram empregados como preditores no
MLG. Participantes foram excluidos das analises que necessitaram de algum dado

ausente. Consideramos o valor de p <0,05 significativo (bicaudal).
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5.1 AVALIAGAO DO PERFIL CLIiNICO E LABORATORIAL DOS PARTICIPANTES
E SUAS RELAGOES COM FATORES MODIFICADORES DA AF

Os dados descritivos demograficos, antropométricos, clinicos (Tabela 1) e

laboratoriais (Tabela 2) dos participantes do estudo foram agrupados de acordo com

o tratamento com HU, que é um importante fator modificador da AF. Nas analises

também foram incluidos os dados de alfa-talassemia, outro modificador da AF. A co-

heranca de alfa-talassemia com uma (11/78) ou duas delegdes (0/78) do tipo a3’ Kb

foi constatada em 14% dos participantes. Como alguns dados nao foram coletados de

todos os participantes, o numero de elementos (n) pode variar conforme a variavel

analisada.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas dos

participantes conforme o tratamento com hidroxiureia

Total Com HU Sem HU
Parametros n n n p
Idade, anos 80 12,26 40 11,8 (4,08; 40 13,6 (3,73; 0,851
(3,73; 20,13) 20,42)
20,42
Masculino, n (%) 80 43 (53,8) 40 20 (50,0) 40 23(57,5) 0,501
Pré-pubere, n 79 40 (50,6) 40 21 (52,5) 39 19 (48,7) 0,737
(%)
Alfa-tal a3-7Kb n 78 11 (14,1) 38 5(13,2) 40 6 (15,0) 0,815
(%)
CVO <12 meses, 80 45 (56,2) 40 22 (55,0) 40 23(57,5) 0,822
n (%)
RTS, n (%) 80 10 (12,5) 40 9 (22,5) 40 1(2,5) 0,014
BE, n (%) 80 12 (15,0) 40 7 (17,5) 40 5(12,5) 0,531
IMC (DP) 80 -0,80 (1,07) 40 -0,70 (1,00) 39 -0,90(1,00) 0,398
IMC < -2DP, 80 10 (12,5) 40 6 (15,0) 40 4 (10,0) 0,737
n(%)
Estatura (DP) 80 -0,77 (1,15) 40 -0,77 (1,03) 40 -0,77 (1,27) 0,986
EA (DP) 73 -0,87 (0,77) 36 -0,74(0,78) 37 -0,99 (0,74) 0,167
PEA (DP) 59 -0,13 (- 27 -0,19 (- 32 -0,07 (- 0,558
3,09; 4,70) 2,81;4,70) 3,09; 4,42)
EA-PEA (DP) 54 -0,55 (- 30 -0,46 (- 24 -0,79 (- 0,462
6,48; 2,23) 6,48; 1,67) 5,83; 2,23)
IC-10, anos 59 1,39 (0,34) 32 1,42 (1,32) 27 1,35(1,61) 0,847
CN (DP) 20 -0,38 (- 11 -0,32 (- 9 -042(- 0,552
4,89; 3,65) 4,50; 1,37) 4,89; 3,65)
PIG, n (%) 20 2(10) 9 1(11,1) 11 1(9,1) 1,000

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)
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Os dados sé&o apresentados em média (DP), mediana (minimo; maximo) ou n (%). CVO,
crise vaso-oclusiva; CVO <12 meses, a0 menos uma crise nos ultimos 12 meses; RTS,
regime de transfusdo sanguinea; BE, baixa estatura; EA, estatura alvo; PEA, previsao de
estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; IC, idade cronoldgica; IO, idade 6ssea; IC-10, IC
menos |O; CN, comprimento ao nascimento; PIG, pequeno para idade gestacional.

Tabela 2 — Perfil laboratorial dos participantes conforme o tratamento com

hidroxiureia
Valor Total Com HU Sem HU
Parametros n n n p
Hb, g/di 79 8,22 (1,20) 40 8,52 (1,06) 39 7,92 (1,27) 0,026
LG, x 10%L 79 11,32 40 9,73 (2,73) 39 12,95(2,75) 0,002
(3,17)
HbF, % 71 10,5 (1,8; 38 13,6 (3,1; 33 8,9(1,8; 0,004
34,7) 31,8) 34,7)
Albumina, g/dI 77 4,49 (0,34) 39 4,46 (0,32) 38 4,52 (0,36) 0,431
Ferritina, ng/ml 77 1410 39 200 (23,1; 38 101,50 0,008
(17,0; 1242) (17,0; 1950)
1950)
EZ IGF-1-10 56 -1,19 32 -0,97(1,15) 24 -1,48 (0,94) 0,084
(DP) (1,09)
EZ IGFBP-3-10 56 -0,76 (- 33 -0,36 (-3,13; 23 -0,99 (-2,63; 0,005
(DP) 3,13; 0,79) 0,79) 0,08)

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Os valores dos parametros sao apresentados em média (DP), mediana (minimo; maximo)
ou n (%). LG, leucometria global; HbF, hemoglobina fetal; 10, idade é6ssea; EZ IGF-1-10, EZ
do IGF-1 ajustado para a 10; EZ IGFBP-3-10, EZ do IGFBP-3 ajustado para a |O.

5.2 AVALIACAO DO POLIMORFISMO RS724016 COM DADOS
ANTROPOMETRICOS, DESFECHOS CLINICOS E PARAMETROS
LABORATORIAIS

As frequéncias genotipicas AA = 23,1% (18/78), AG = 42,3% (33/78) e GG =
34,6 (27/78) mostraram equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia alélica de G do
rs724016 do ZBTB38 na populagao avaliada foi de 0,45. Em populacdo da América
Latina, com individuos principalmente descendentes de europeus e ancestralidade
Americana nativa, a frequéncia do alelo G é de 0,4121 enquanto na populacao latino-
americana com descendéncia Afro-caribenha é de 0,4402 (RS724016 REFSNP
REPORT - DBSNP - NCBI, [s.d.]). Em geral, nas populac¢des africanas onde prevalece
a variante HbS, a frequéncia do alelo G é maior (0,73886) se comparada a outras
populagdes. Portanto, a frequéncia de rs724016 na populagao estudada com AF néo

diferiu significativamente das popula¢gdes da América latina.
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As tabelas 3 e 4 apresentam, respectivamente, os dados demograficos, clinicos

e laboratoriais conforme os genotipos do modelo genético aditivo (GG vs AG vs AA).

Tabela 3 — Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes conforme os

gendtipos do polimorfismo rs724016 no modelo genético aditivo

gendtipo n gendtipo N gendtipo

Parametros GG GA AA p
Idade, anos 27 13,58 (4,95) 33 11,40(4,44) 18 11,72(4,27) 0,169
Masculino, n (%) 27 16 (59,3) 33 19 (57,6) 18 08 (44,4) 0,593
Pré-pubere, n (%) 26 11 (42,3) 33 20 (60,6) 18 09 (50,0) 0,397
Alfa-tal a37 Kb n (%) 27 3(11,1) 33 5(15,2) 17 3(17,6) 0,842
CVO <12 meses, n (%) 27 18 (66,7) 33 20 (60,6) 18 07 (38,9) 0,184
RTS, n (%) 27 2(7,4) 33 7(21,2) 18 1 (5,6) 0,215
Com HU, n (%) 27 15 (55,6) 33 13(39,4) 18 11 (61,1) 0,299
BE, n (%) 27 9 (33,3) 33 3(9,1) 18 0(0,0) 0,003
IMC (DP)C 27 -1,07r(1,21) 33 -0,61(0,90) 18 -0,69(1,10) 0,242
IMC < -2DP, n(%) 27 5(18,5) 33 2(6,1) 18 2 (11,1) 0,351
Estatura (DP) 27 -1,34(1,06) 33 -0,59(1,17) 18 -0,36(0,99) 0,007
EA (DP) 26 -1,04 (0,72) 30 -0,74(0,87) 15 -0,80(0,63) 0,362
PEA (DP) 20 -0,80(-2,81; 27 -0,13(-1,65; 10 1,02 (-3,09; 0,242
4,70) 2,54) 4,42)
EA-PEA (DP) 19 -0,14(-6,48; 24 -0,71(-3,41; 09 -2,12(-5,83; 0,035
0,67) 1,67) 2,23)
IC-I10O, anos 20 1,75 (1,27; 27 0,84 (0,95; 10 1,48 (-1,85; 0,533
3,39) 5,09) 2,64)
CN (DP) 5 -0,57(0,95; 10 -0,45(-4,89; 5 0,32(-1,35; 0,424
1,37) 1,01) 3,65)
PIG, n (%) 5 0(0) 10 2(20,0) 5 0(0) 0,474

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Os valores dos parametros sao apresentados em média (DP), mediana (minimo; maximo)
ou n (%). CVO, crise vaso-oclusiva; CVO <12 meses, ao menos uma crise nos ultimos 12
meses; RTS, regime de transfusdo sanguinea; com HU, grupo em tratamento com
hidroxiureia; BE, baixa estatura; EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-
PEA, EA menos PEA; IC, idade cronoldgica; 10, idade dssea; IC-10, IC menos |0O; CN,
comprimento ao nascimento; PIG, pequeno para idade gestacional.

Tabela 4 — Caracteristicas laboratoriais dos participantes conforme os gendétipos do

polimorfismo rs724016 no modelo genético aditivo

A genotipo genotipo gendtipo
Parametros GG n GA N AA b
Hb, g/dI 26 8,52 (1,41) 33 7,97 (0,88) 18 8,12 (1,33) 0,208
LG, x 10%/L 26 10,62 (2,69) 33 12,08 (3,52) 18 10,55 (3,85) 0,161
HbF, % 25 10,5(1,8;31,8) 30 10,0(3,1;23,12) 14 16,3 (3,9; 34,7) 0,315
Albumina, g/dl 26 4,51 (0,30) 33 4,44 (0,36) 17 4,55 (0,36) 0,485
Ferritina, ng/ml 26 149,5 (23,1; 32 163,5 (17,0; 17 102,0 (28,0; 0,285

1950,0) 1242,0) 702,0)
F[)ZPI)GF-1-IO 19 -1,24 (0,93) 26 117 (1,16) 10 21,08 (1,31) 0,937
I(EDZPI)GFBP-3-IO 18 -0,57 (0,77) 26 -0,64 (0,69) 11 21,01 (1,08) 0,328

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)
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Os valores dos parametros s&o apresentados em média (DP), mediana (minimo; maximo)
ou n (%). 10, idade éssea; IC-10; LG, leucometria global; Hb, hemoglobina; HbF,
hemoglobina fetal; EZ IGF-1-10, EZ do IGF-1 ajustado para a 10; EZ IGFBP-3-10, EZ do
IGFBP-3 ajustado para a 10.

A associacéo univariada dos gendtipos do rs724016 com o EZ da estatura dos
participantes foi testada em diferentes modelos genéticos. A analise univariada do EZ
da estatura entre os gendétipos do modelo genético dominante (GG+AG vs AA) nao
mostrou significancia estatistica (p=0,068). Por outro lado, no modelo recessivo o EZ
da estatura do gendtipo homozigoto para o alelo G (GG) foi significativamente menor
(p=0,002) que a soma dos gendtipos do homozigoto para o alelo A (AA) e heterozigoto
(GA). No modelo aditivo (GG vs AG vs AA) o alelo G também se associou a menor

estatura (Figura 6).

Figura 6 — EZ da estatura dos participantes conforme o grupo formado por cada
gendtipo do SNP rs724016 (ZBTB38) no modelo genético aditivo

p=0,012

<=
—

B p=0,028

N . -

-1,0

EZ estatura

n=27

-3,0

1
GG GA AA
Genotipos do rs724016 (gene ZBTB38)

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

A associagao dos gendtipos do rs724016 com os desfechos antropométricos
(EZ da estatura e EZ da EA-PEA) também foi realizada sob ajuste para outros
preditores em um MLG. Para avaliagdao dos preditores capazes de influenciar o
crescimento na AF, consideramos importante ajustar idade, sexo, co-heranca de alfa-
talassemia, tratamento com HU e niveis de HbF, da Hb e da ferritina.

Para os gendtipos do rs724016 em um modelo genético dominante ajustado a

outros preditores, o0 modelo estatistico de associagao a estatura nao foi significativo
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(p=0,343). Quanto ao modelo genético aditivo, o gendtipo GG foi significativamente
associado com menor estatura (Tabela 5). A tabela 6 mostra que no modelo recessivo
o genotipo GG também foi significativamente associado a menor estatura (p<0,001).
O nivel de HbF representou o unico preditor significativo (p=0,042) para menor déficit
ajustado na PEA (EA-PEA).

Tabela 5 — Modelo genético aditivo do rs724016 associado a dados antropométricos

e ajustado a outros preditores, incluindo idade e sexo

Estatura (DP) (n=68) EA-PEA (DP) (n=45)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p Coeficiente (IC 95%) p
Modelo simples
GG vs AA -0,97 (-1,64; -0,30) 0,004 1,98 (0,48; 3,48) 0,010
GA vs AA -0,10 (-0,75; 0,54) 0,744 1,93 (0,48; 3,38) 0,009
Modelo ajustado
GG vs AA -0,81 (-1,47;-0,16) 0,015 1,53 (0,77; 2,99) 0,039
GA vs AA 0,17 (-0,52; 0,87) 0,619 1,15 (-0,34; 2,65) 0,130
Hb, g/di 0,25 (0,00; 0,51) 0,049 0,29 (-0,27; 0,87) 0,308
Ferritina, ng/ml 0,00 (-0,00; 0,00) 0,164 -0,00 (-0,00; 0,00) 0,253
HbF, % -0,02 (-0,07; 0,02) 0,164 -0,08 (-0,17; 0,01) 0,094
Alfa-tal -0,55 (-1,22; 0,10) 0,098 0,26 (-1,08; 1,61) 0,698
Com HU -0,18 (-0,71; 0,34) 0,493 0,49 (-0,50; 1,48) 0,330

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; Alfa-tal, co-herancga de alfa-talassemia; com HU,
grupo em tratamento com hidroxiureia.

Tabela 6 — Modelo genético recessivo do rs724016 associado a dados

antropomeétricos e ajustado a outros preditores, incluindo idade e sexo

Estatura (DP) (n=68) EA-PEA (DP) (n=45)

Preditores Coeficiente (IC 95%) p Coeficiente (IC 95%) p
Modelo simples

GG vs GA+AA  -0,87 (-1,38; -0,25) 0,001 0,49 (-0,61; 1,60) 0,384
Modelo ajustado

GG vs GA+AA -0,91 (-1,40; -0,41) <0,001 0,65 (-0,33; 1,64) 0,195
Hb, g/dl 0,24 (0,01; 0,49) 0,066 0,26 (-0,32; 0,86) 0,376
Ferritina, ng/ml 0,00 (-0,00; 0,00) 0,185 -0,00 (-0,00; 0,00) 0,310
HbF, % -0,02 (-0,07; 0,01) 0,242 -0,09 (-0,19; 0,00) 0,042
Alfa-tal -0,57 (-1,24; 0,08) 0,087 0,24 (-1,15; 1,64) 0,735
Com HU -0,11 (-0,61; 0,38) 0,652 0,762 (-0,20; 1,73) 0,124

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; Alfa-tal, co-heranga de alfa-talassemia; com HU,
grupo em tratamento com hidroxiureia.

Embora EZ do comprimento ao nascimento (CN) tenha sido obtido em apenas 20

participantes, foi utilizado no MLG com ajuste apenas para o sexo. O modelo estatistico que
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empregou o modelo genético recessivo (GG vs GA+GG) nao foi validado por auséncia de
significancia (p=0,070). No modelo dominante (GG+GA vs AA), o genétipo com o alelo G foi
significativamente (coeficiente -2,06; IC 95% -3,41 a -0,71; p=0,003) associado com menor
CN. No modelo aditivo (GG vs GA vs AA) apenas o0 genotipo heterozigoto se mostrou

significativamente associado ao menor CN (coeficiente -2,41; IC 95% -3,78 a -1,05; p=0,001).

5.3 ANALISE DA ASSOCIAGAO DO RS724016 COM O EIXO GH/IGF-1

A associagao dos gendtipos do rs724016 com o eixo GH/IGF-1, representado
pela dosagem ajustada para a 10 dos niveis séricos de IGF-1 e IGFBP-3, foi testada
no MLG junto com as mesmas variaveis do modelo que abordou os dados
antropométricos como desfecho.

Em relagdo a dosagem ajustada de IGF-1 e os gendtipos do rs724016, nao
houve significancia para associagdo com os genaétipos em nenhum modelo genético.
A co-heranca de alfa-talassemia e o tratamento com HU foram significativamente
associados a dosagem ajustada de IGF-1 (Tabelas 7, 8 e 9). Quanto as dosagens
ajustadas de IGFBP-3, entre os modelos genéticos, essas foram significativamente
associadas apenas ao modelo aditivo (Tabela 9). Adicionalmente, o IGFBP-3 foi

associado ao tratamento com HU (Tabelas 7, 8 e 9).

Tabela 7 — Modelo genético recessivo do rs724016 associado ao eixo GH/IGF-1 e

ajustado para outros preditores, incluindo idade e sexo

EZ IGF-1-10 EZ IGFBP-3-10

(n=48) (n=49)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p Coeficiente (IC95%) p
Modelo simples
GG vs GA+AA 0,16 (-0,43; 0,77) 0,587 0,17 (-0,28; 0,63) 0,446
Modelo ajustado
GG vs GA+AA 0,07 (-0,42; 0,56) 0,782 0,35 (-0,04; 0,74) 0,082
Hb, g/dl 0,01 (-0,28; 0,30) 0,935 -0,10 (-0,34; 0,12) 0,375
Ferritina, ng/ml 0,00 (-0,00; 0,00) 0,406 0,00 (-0,00; 0,00) 0,258
HbF, % 0,02 (-0,02; 0,07) 0,346 0,00 (-0,03; 0,04) 0,886
Alfa-tal -0,65 (-1,28; -0,02) 0,041 -0,16 (-0,66; 0,34) 0,524
Com HU 0,55 (0,06; 1,05) 0,027 0,70 (0,31; 1,09) <0,001

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; Alfa-tal, co-heranga de alfa-talassemia; com HU,
grupo em tratamento com hidroxiureia.

Tabela 8 — Modelo dominante do rs724016 associado ao eixo GH/IGF-1 e ajustado

para outros preditores, incluindo idade e sexo
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EZ IGF-1-10 EZ IGFBP-3-10 (n=49)

(n=48)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p Coeficiente (IC95%) p
Modelo simples
GG+AG vs AA -0,02 (-0,84; 0,80) 0,960 0,36 (-0,22; 0,95) 0,221
Modelo ajustado
GG+AG vs AA 0,07 (-0,65; 0,80) 0,840 0,47 (-0,07; 1,02) 0,091
Hb, g/di 0,01 (-0,27; 0,31) 0,912 -0,08 (-0,31; 0,15) 0,305
Ferritina, ng/ml 0,00 (-0,00; 0,00) 0,417 0,00 (-0,00; 0,00) 0,305
HbF, % 0,02 (-0,02; 0,07) 0,327 0,01 (-0,02; 0,04) 0,604
Alfa-tal -0,65 (-1,28;-0,02) 0,043 -0,14 (-0,64; 0,36) 0,585
Com HU 0,53 (0,01; 1,05) 0,044 0,56 (0,16; 0,97) 0,006

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; Alfa-tal, co-herancga de alfa-talassemia; com HU,
grupo em tratamento com hidroxiureia.

Tabela 9 — Modelo genético aditivo do rs724016 associado ao eixo GH/IGF-1 e

ajustado para outros preditores, incluindo idade e sexo

EZ IGF-1-10 EZ IGFBP-3-10 (n=49)

(n=48)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p Coeficiente (IC95%) p
Modelo simples
GG vs AA 0,05 (-0,80; 0,91) 0,784 0,42 (-0,22; 1,07) 0,202
GA vs AA 0,05 (-0,80; 0,91) 0,903 0,32 (-0,29; 0,94) 0,301
Modelo ajustado
GG vs AA 0,16 (-0,43; 0,87) 0,794 0,59 (0,01; 1,16) 0,044
GA vs AA 0,04 (-0,74; 0,83) 0,914 0,33 (-0,25; 0,92) 0,265
Hb, g/dl 0,01 (-0,28; 0,31) 0,927 -0,09 (-0,32; 0,14) 0,431
Ferritina, ng/ml 0,00 (-0,00; 0,00) 0,403 0,00 (-0,00; 0,00) 0,220
HbF, % 0,02 (-0,02; 0,07) 0,345 0,07 (-0,03; 0,04) 0,713
Alfa-tal -0,65 (-1,28;-0,02) 0,043 -0,14 (-0,64; 0,35) 0,578
Com HU 0,54 (0,01; 1,07) 0,044 0,62 (0,21; 1,04) 0,003

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

EA, estatura alvo; PEA, previsao de estatura adulta; EA-PEA, EA menos PEA; Hb,
hemoglobina; HbF, hemoglobina fetal; com HU, grupo em tratamento com hidroxiureia; Alfa-
tal, co-heranca de alfa-talassemia.

5.4 ANALISE DA ASSOCIAGAO DO RS724016 COM OS NIVEIS DE HBF

Ao avaliar os gendtipos do rs724016 capazes de predizer os niveis de HbF
como desfecho, consideramos importante ajustar os gendtipos a idade, sexo,
tratamento com HU, co-heranca de alfa-talassemia e IGF-1 ajustado para 10. O
modelo estatistico (MLG) que associou os niveis de HbF com o modelo genético
recessivo para o rs724016, ajustado a outras variaveis, ndo mostrou significancia

estatistica (p=0,157). Nos modelos genéticos dominante (Tabela 10) e aditivo (Tabela
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11), tanto os gendtipos do rs724016 quanto o tratamento com HU se associaram aos
niveis de HbF.

Tabela 10 — Modelo genético dominante do rs724016 associado aos niveis de
HbF e ajustado a outros preditores, incluindo idade e sexo

HbF (n=48)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p
Modelo simples
GG+AG vs AA -0,37 (-0,78; 0,04) 0,079
Modelo ajustado
GG+AG vs AA  -0,50 (-0,91; -0,09) 0,016
Com HU 0,33(0,03; 0,63) 0,030
Alfa-tal 0,20 (-0,18; 0,60) 0,304
EZ IGF-1-10 0,12 (-0,02; 0,28) 0,099

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)
Com HU, grupo em tratamento com hidroxiureia; Alfa-tal, co-heranca de alfa-talassemia; 10,
idade 6ssea; EZ IGF-1-10, EZ do IGF-1 ajustado para a 10.

Tabela 11 — Modelo genético aditivo do rs724016 associado aos niveis de HbF e
ajustado a outros preditores, incluindo idade e sexo

HbF (n=48)
Preditores Coeficiente (IC 95%) p
Modelo simples
GG vs AA -0,26 (-0,70; 0,18) 0,251
GA vs AA -0,45(-0,88; -0,02) 0,038
Modelo ajustado
GG vs AA -0,43 (-0,85; -0,00) 0,047
GA vs AA -0,58 (-1,01; -0,14) 0,009
Com HU 0,34 (0,04; 0,64) 0,024
Alfa-tal 0,20 (-0,18; 0,59) 0,304
EZ IGF-1-10 0,12 (-0,03; 0,27) 0,116
Elaborada pelo autor (2024)
HbF, hemoglobina fetal; com HU, grupo em tratamento com hidroxiureia; Alfa-tal, co-herancga
de alfa-talassemia; 10, idade 6ssea; EZ IGF-1-10, EZ do IGF-1 ajustado para a 10.
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6 DISCUSSAO

O estudo avaliou aspectos de grande impacto no crescimento e
desenvolvimento infantil que podem impactar a qualidade de vida das pessoas com
AF, doenga com incidéncia que pode atingir até 1% dos nascimentos em paises da
Africa e com prevaléncia crescente em todo o mundo (ODAME, 2023; TSHILOLO et
al., 2018). A prevaléncia de BE foi de 15% neste estudo transversal com participantes
de 3 a 20 anos com AF. O estudo mostrou associacado do polimorfismo rs724016 do
ZBTB38 com menor estatura em pacientes com AF. Apesar dos niveis de HbF serem
reconhecidos como um fator importante em diminuir complicagdes na AF, ndo foram
associados com o EZ da estatura ou com os niveis de IGF-1 e IGFBP-3 em nosso
estudo. Por outro lado, a HbF mostrou associacao positiva com o potencial de
crescimento de individuos com AF, estimado pelo déficit na previsdo de estatura
adulta ajustado a estatura dos pais (EA-PEA). Adicionalmente, a variante G do
rs724016 do ZBTB38 mostrou associagao negativa significativa com o nivel de HbF,
sugerindo que esta variante pode impactar negativamente na estatura de individuos
com AF ao se associar a menores niveis de HbF.

A prevaléncia de BE no mundo vem declinando progressivamente em criangas
com DF. Estudos realizados nos EUA mostravam até 81% das criangas com AF
apresentavam estatura inferior ao 5° percentil na década de 1960, enquanto nos anos
2000 essa prevaléncia caiu para 22% (AL-SAQLADI et al., 2008). Os dados referentes
a prevaléncia de BE dependem dos critérios utilizados em sua definicdo, como o uso
dos limites da normalidade que podem ser o 5° percentil ou —2DP (ROGOL; HAYDEN,
2014), e da faixa etaria da populagao, ja que o prejuizo no crescimento em criangas
com AF é mais afetado na puberdade (SINGHAL et al., 1994). Portanto, o déficit na
estatura de criancas com AF sofre influéncia dos fatores que promoveram melhoria
nos cuidados com a doenga, principalmente pelo tratamento mais frequente e precoce
com HU (AL-SAQLADI et al., 2008; SALINAS CISNEROS; THEIN, 2020).
Adicionalmente, estudos que avaliam criangas antes do inicio da puberdade mostram
prevaléncia de BE inferior aos estudos com criangas mais velhas, que ja iniciaram a
puberdade. Nos identificamos em estudo anterior que a prevaléncia de BE em
criangas com idade menor que 12 anos foi de 10% (COSTA-JUNIOR et al., 2022). Em
relacao a populagao brasileira, nossos dados sao semelhantes a uma amostra de 161
criangas e adolescentes com DF acompanhados no estado do Rio de Janeiro no ano
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de 2006, onde 15% apresentavam BE (SOUZA et al., 2011). Outro estudo realizado
no estado do Rio de Janeiro no ano de 2016 com 190 criangas com DF e idade entre
5 e 9 anos, onde 65% teve diagndstico de AF e 30% fazia tratamento com HU, apenas
6% apresentava BE, comprovando o menor comprometimento da estatura em
criangas mais jovens (SANTOS et al., 2020).

Varios estudos de GWA da estatura associaram o alelo G no rs724016 do
ZBTB38 com maior estatura (GRAFF et al., 2021; LETTRE et al., 2008; N'DIAYE et
al., 2011; VAN DER VALK et al., 2015). Embora a dire¢ao do efeito dos dados nao foi
a mesma dos estudos de GWA, a associacdo que encontramos do alelo G no
rs724016 com menor CN tem a mesma direcao de efeito de um estudo recente com
uma coorte de 261 criangcas com BE de etiologia ndo definida (PARSONS et al., 2022).
Os GWAS envolvem grandes populagbes, mas muitas vezes o efeito das variantes
encontradas em um estudo ndo se aplica a outras populagdes. A auséncia de
transferabilidade entre as populagdes acontece devido as falhas na estratificagao das
amostras, por amostras pequenas com baixo poder estatistico, por diferengas em
relacdo ao desequilibrio de ligagao, que afeta a interagéo entre os genes, e por fatores
epigenéticos (DO et al., 2017; GRAFF et al., 2021). Por meio de fatores epigenéticos
as variantes podem interagir com o ambiente e se associar de forma heterogénea aos
fendtipos, podendo justificar a diferenga no impacto de algumas variantes na estatura
de acordo com a idade, estagio puberal e sexo (GRAFF et al., 2021; PARSONS et al.,
2022).

O SNP rs724016 esta localizado em um intron do ZBTB38 no cromossomo
3g23. O gene codifica um fator de transcricdo em dedos de zinco que se liga a
dinucleotideos CpG metilados em varios locais do genoma humano envolvidos no
controle da expressao génica (MARCHAL; DEFOSSEZ; MIOTTO, 2022). Embora o
papel do ZBTB38 na estatura ndo esta definido, sua importancia na regulacao da
apoptose leva a supor que sua participagao nos condrocitos da placa epifisaria pode
impactar na estatura (KUBOTA et al., 2020). Por outro lado, a ligagao do ZBTB38 ao
locus diferentemente metilado H79/IGF2 no 11p15 (P. et al., 2006; WONG,;
BHATTACHARYA, 2020) associa sua fungao no crescimento a maior sintese de IGF-
2 (LIN et al., 2017). A sindrome de hiper crescimento de Beckwith-Widermann esta
associada com mudancgas no padrao de metilagdo no locus H19/IGF2, levando a
maior expressao do /GF2 na vida fetal (SELENOU et al., 2022). A sindrome de Silver-
Russel esta associada a diminuicdo na expressdo do /IGF2, que compromete o



57

crescimento intrauterino e pés-natal (DOMENE; FIERRO-CARRION, 2018). Variantes
associadas a tragos complexos como a estatura frequentemente atuam na regulagao
génica por meio da metilagdo do DNA (HANNON et al., 2017). Essas variantes podem
alterar a expressao de muitos genes e ter efeito pleiotropico, como sugere nosso
resultado ao associar o SNP rs724016 do ZBTB38 com menores niveis de HbF em
individuos com AF. Os altos niveis de IGF-2 podem comprometer a homeostase e a
regeneracado das células tronco hematopoiéticas, gerando senescéncia do tecido
hematopoiético jovem (BARROCA et al., 2017; VENKATRAMAN et al., 2013). Por
outro lado, a medida que os eritrocitos primitivos se diferenciam em uma linhagem
definitiva, também acontece uma mudanga no padrao de expressao do gene da gama
globina, importante para a sintese da HbF (SANKARAN; XU; ORKIN, 2010). Portanto,
propusemos que o efeito do alelo G do rs724016 € diminuir a sintese de HbF ao
aumentar a expressdao de /GF2, levando a diferenciacdo permanentemente das
células tronco hematopoiéticas em linhagem eritrocitarias que nao sintetizam HbF.
Embora niveis elevados de IGF-2 podem estar associados a maior estatura em outras
populagdes, consideramos que baixos niveis de HbF exercem maior impacto em
individuos com AF, que passam a ter um numero maior de eventos vaso-oclusivos,
que por sua fez comprometem secundariamente o eixo GH/IGF-1 e os condrdcitos da

placa epifisaria (Figura 7).

Figura 7 — Modelo proposto para a associagao do SNP rs724016 (ZBTB38) no eixo
GH/IGF-1, na estatura e no nivel de HbF
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024). ALS, subunidade acido labil.

A figura mostra que, apesar do efeito positivo do SNP rs724016 na placa de crescimento ao
aumentar a sintese de IGF-2, seu principal efeito na anemia falciforme, depende do impacto
negativo do IGF-2 nas células hematopoiéticas jovens. Como resultado, a menor sintese de
HbF agrava a doenga, evoluindo com comprometimento da placa de crescimento e do eixo
GH/IGF-1.

As anemias apresentam etiologia multifatorial e sdo caracterizadas pela
reducéo na capacidade de transporte do oxigénio aos tecidos, podendo impactar no
crescimento das criangas, principalmente nas criangas mais jovens (DE-REGIL et al.,
2011; SOLIMAN et al., 2017; ZHAO et al., 2020). Em relacdo as criangas com
hemoglobinopatia, a necessidade de transfusbes repetidas podem cursar com
sobrecarga de ferro, e caso nédo recebam quelacdo adequada, podem também
prejudicar o crescimento (AHMED et al., 2022; ARAB-ZOZANI et al., 2021). Em nosso
estudo, os desfechos antropométricos e os relativos ao eixo GH/IGF-1 foram
ajustados aos niveis de Hb e ferritina. Para a ferritina, nenhuma associagao
significativa foi encontrada, enquanto para os niveis de Hb, houve associagao
significativa positiva com a estatura apenas quando o modelo genético aditivo do
rs724016 foi utilizado como variavel independente. Outros trabalhos avaliando
criangcas com AF confirmam a falta de definigdo, onde alguns autores citam a auséncia
de associagdo dos niveis de Hb com dados antropométricos (AL-SAQLADI et al.,
2008), enquanto RHODES et al., 2009 identificaram associagao positiva dos niveis de
Hb com a estatura em um grupo de 33 adolescentes com AF.

No presente estudo nés avaliamos o impacto da terapia com HU sobre alguns
parametros hematolégicos, bioquimicos e antropométricos na AF. O tratamento da AF
com HU, que é utilizado em adultos e criangas desde a década de 90, se baseia
principalmente em sua capacidade de aumentar os niveis de HbF. Diversos estudos
de seguranga da terapia com HU tornaram o uso do medicamento cada vez mais
comum no mundo (SALINAS CISNEROS; THEIN, 2020), apesar de persistir em
paises com menos recursos o uso menos frequente ou com dose menor, em razéo do
risco de mielotoxidade, que faz aumentar os gastos com a monitorizagao clinica e
laboratorial da complicagdo (JOHN et al., 2020). Outros efeitos adversos da HU sao
leves ou transitérios, como a neutropenia, plaquetopenia, anemia, exantema, cefaleia
e nausea (RANKINE-MULLINGS; NEVITT, 2022), e em conjunto nao prejudicam o
crescimento de criancas com AF (SALINAS CISNEROS; THEIN, 2020). Entretanto,
doses mais altas de HU s&o associadas a menos complicagdes da doenca e a niveis
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de HbF mais elevados, justificando a hipotese da terapia com HU, principalmente em
doses mais elevadas, ter efeitos positivos na estatura de individuos com AF (RANA et
al., 2014).

Alteracdes no eixo GH/IGF-1 sédo frequentemente implicadas nas alteragdes no
crescimento de individuos com AF (AL-SAQLADI; BIN-GADEEN; BRABIN, 2010;
COSTA-JUNIOR et al., 2022). No entanto, a crescente melhoria nos cuidados com a
saude, com destaque para o tratamento mais ampliado com HU, tem tornado o
impacto do eixo GH/IGF-1 no crescimento cada vez menor na AF (AL-SAQLADI; BIN-
GADEEN; BRABIN, 2010; GEORGE; TRAN, 2020; SOLIMAN; ALAARAJ; YASSIN,
2021). Este estudo mostra associagao positiva do tratamento com HU com maiores
niveis séricos ajustados de IGF-1, IGFBP-3 e de HbF. Embora a estatura ndo foi
associada significativamente ao tratamento com HU, postulamos que isto se deu pelas
caracteristicas observacionais, em que apenas os individuos com a doenga mais
grave receberam o tratamento com HU. Embora muitos autores recomendem o uso
da HU para todas as criangas com AF, o grupo de pacientes utilizando a HU por pelo
menos um ano neste estudo representou a metade da populagao, pois as diretrizes
locais de utilizagdo do medicamento restringem sua indicagao aos casos mais graves.
Desta forma, o grupo sob tratamento com HU continha a maior parte dos pacientes
sob regime de transfusao sanguinea, que sabidamente podem comprometer o eixo
GH/IGF-1 e a estatura por meio da sobrecarga de ferro sem quelagdo adequada
(SOLIMAN; ALAARAJ; YASSIN, 2021). Apesar do IGF-1 comprometer a sintese de
HbF ao compartilhar com o IGF-2 o mesmo padrdo de sinalizagao intracelular
(ELTAWEEL et al., 2021), nosso estudo ndo mostra esta associacdo. Embora a
secrecao de IGF-2 nao seja dependente da secregcdo de GH, como acontece com a
secrecdo de IGF-1, IGFBP-3 e subunidade acido labil (ALS), ela é igualmente
secretada no figado e dependente do complexo formado com a ALS e o IGFBP-3.
Desta forma, a atuacao do IGF-2 e IGF-1 nos tecidos vai depender da disponibilidade
da fragao livre do horménio, que por sua vez depende do grau de afinidade que a
ligagdo do hormdnio estabelece com o complexo e da estabilidade que o complexo
proporciona ao aumentar a meia vida circulante das IGFs (DOMENE; FIERRO-
CARRION, 2018).

No presente estudo identificamos a co-heranga de alfa-talassemia em 14,1%
dos participantes. A alfa-talassemia é provocada pelo comprometimento na sintese
da cadeia de alfa-globina, que é regulada por 4 genes em 2 loci do cromossomo
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16p13.3. O comprometimento de um ou dois genes da alfa-globina, defeito molecular
mais frequente, cursa com formas leves da alfa-talassemia, que podem se manifestar
apenas com microcitose (SONGDEJ; FUCHAROEN, 2022). A alfa-talassemia pode
afetar por volta de 10 a 30% das pessoas com AF, e a delegdo em heterozigose -a37
representa a maior parte dos casos (BELISARIO et al., 2010b; GUEYE TALL et al.,
2017, 2019).

Embora o nivel ajustado de IGFBP-3 e dados antropométricos n&o se
associaram a co-heranga de alfa-talassemia em nosso estudo, o nivel de IGF-1
associou-se negativamente com a delegcdo dos genes HBA. Este padrdo de
associacao dos niveis de IGF-1 com a co-herancga de alfa-talassemia foi relatado em
estudo prévio em criancas com AF (COSTA-JUNIOR et al., 2022), indicando um efeito
modulador que a condicao estabelece ao predispor a maior numero de eventos vaso-
oclusivos e complicacdes da doenca (BELISARIO et al., 2010b).

O estudo apresenta algumas limitagées, como o tamanho reduzido da amostra,
0 que aumenta o risco de erro estatistico tipo | ao analisar polimorfismos com
frequéncia alélica maior que 0,3 (LOLEY et al., 2013), ha muitos dados faltosos,
principalmente os que dependeram das informagdes relativas ao comprimento ao
nascimento, idade Ossea e niveis de HbF. O estado nutricional também afeta o
crescimento e n&o foi incluido neste estudo. Adicionalmente, nosso estudo n&o utilizou
um grupo controle saudavel, portanto ndo podemos afastar que os resultados
encontrados em pessoas com AF sao diferentes da populagdo sem a doenca.
Portanto, os dados de GWAS que mostraram em diversas populagdes o0 mesmo
sentido de efeito na estatura para o SNP rs724016 podem nao ter sobreposicdo com
outras populagdes, como aquelas com ancestralidade diferente, por exemplo (LANGO
ALLEN et al., 2010). No entanto, em contraposicdo aos GWAS, a pesquisa ajustou os
desfechos avaliados a dados clinicos e acrescentou ao modelo genético aditivo outros
possiveis modelos de herangca genética, como o modelo genético dominante e
recessivo (LOLEY et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

Os dados confirmam que o déficit estatural € uma complicagdo crénica
importante em criangas e adolescentes com AF.

Ao associar os dados da PEA, calculada com a utilizac&do da 10, com os dados
da estatura dos pais, o trabalho permitiu avaliar o impacto dos niveis de HbF de
pacientes com AF no potencial de crescimento, respaldando a importancia da HbF
nas complicacbées da doencga, que também podem afetar o crescimento. Portanto, o
estudo mostra a importancia de associar os dados antropométricos a estatura dos
pais, com objetivo de identificar a presenga de prejuizo no potencial de crescimento
de criancas com estatura normal, e que habitualmente ndo despertariam
preocupacao.

O tratamento com HU foi associado com maiores niveis séricos ajustados de
IGF-1 e IGFBP-3, mas ndo demonstrou significAncia com a estatura ou com o
potencial de crescimento. A auséncia de alfa-talassemia foi associada a maiores
niveis ajustados de IGF-1, sugerindo a importancia dos fatores modificadores da AF
para o eixo GH/IGF-1.

O polimorfismo do ZBTB38 (rs724016) mostrou associagdo negativa com a
estatura, em uma direcéo de efeito oposta ao de GWAS. Respaldando a importancia
em se replicar dados de grandes GWAS em outras populagdes, com aspectos
diferentes que podem alterar a relacdo entre os genes por meio de fatores
epigenéticos ou desequilibrio de ligagdo. Adicionalmente, os dados associam a
variante rs724016 com menor nivel de HbF, o principal fator modificador da AF.

Para a pratica médica, os dados sugerem a importancia do tratamento com HU
em proteger pacientes com AF de prejuizos no eixo GH/IGF-1. No entanto, estudos
com maior poder estatistico e prospectivos sado necessarios para avaliar se a
associacao encontrada dos fatores modificadores da AF com o eixo GH/IGF-1 podem
impactar sobre a estatura adulta de pessoas com a doencga. Finalmente, o estudo
produziu informagdes relevantes relativas ao desenvolvimento da estatura em
criangas e adolescentes com AF e abre novas possibilidades para a elucidagao da
complexa relagcdo com os fatores genéticos moduladores, nomeadamente os niveis
de HbF e a presenca de alfa-talassemia. Consequentemente, esses fatores poderiam
ser empregados na estratificacao de risco de criancas para déficit de crescimento na
AF.
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APENDICE 1 - BANCO DE DADOS LABORATORIAL

Naéwﬁeﬂ A J f thnmc;ﬁho

Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares ~ HEMOMINAS
Projeto de Pesquisa: Avaliagdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
endocrinos, bioquimicos e moleculares
APENDICE 1 - BANCO DE DADOS LABORATORIAL — dados do pronfusario

IDENTIFICA(;AO
Q1 L JL JL JL ] N°na pesquisa (n° sequencial do participante)

Quil 1L JL IL JL J miciais do nome do sujeito da pesquisa
Q2 | JL JL JL JL JL J N°do prontudrio
Qi3al JL /L JL L JL Il JL | Datade nascimento

Q.14 |_ JSexo: 1. Masculino 2. Feminino

GENOTIPAGEM DE ALFA-TALASSEMIA (exame tinico)
Q.1.5.1 Teste de alfa-talassemia [ ] 0- nao realizado 1- realizado

Q.1.5.2 Resultado do gendtipo: [ ]

Genotipo Delecao Alfa 3.7 Genotipo Delecio alfa 4.2 Genotipo
1 —uma deleciio. gendtipo: -o7/aa 3 —uma dele¢do, gendtipo: -o**/au Duplo heterozigoto
2 - duas delecdes, genotipo: -0 7/-0>7 | 4 - duas delegdes, genotipo: -a*2/-a*? | Delecdes Alfa3.7 e alfas.2

5- _u4.2:.r_a3.?[ ]

Genotipo: nenhuma delecdo encontrada
6- Sem as delecao Alfa 3.7 ou alfa 4.2 (supostamente od./od)

0OS EXAMES A SEGUIR CORRESPONDEM AOS EXAMES MAIS RECENTES DO ULTIMO ANO.
DEVEM SER INSERIDOS NO BANCO DE DADOS APOS A DATA CORRESPONDENTE A
AVALIACAO (PRIMEIRA, SEGUNDA, TERCEIRA E ETC)

7 2%:0 10| 1] 1 %2 S 1 N1 128 D R0 1] O Data da primeira avaliacio

Exame / unidade Resultado ODbservacoes
Q.3 Hemoglobina (g/dl) Q3.1 Q.32
Q.3.3. Hematocrito — HTC (%) | Q.3.4 Q.35
Q.4 HCM (pg) Q4.1 Q42
Q.5 VCM (]) Q5.1 Q52
Q.6 Hb fetal — HDF (%) Q6.1 Q62
Q.7 Contagem total de leucdcito | Q.7.1 Q.72
— LG (/mum?®)
Q.8 Contagem absoluta de Q8.1 Q.82
neutrofilos -SEG (/mum?)
Q.9 Contagem absoluta de Qo1 Qo2
monocitos M (/mm?)

Digitagdo dos dados no banco realizada por: 1/10
12 data /[ e 22 data /[
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Q.10 Contagem de plaquetas - Q101 Q102
PQ (nul/mm?)

Q.11 Contagem de reticulocitos | Q.11.1 Q112
-RT (contagem relativa em %)

Q.12 Dosagem de Q.12.1 Q122
Ferro (mcg/dl)

Q.13 Dosagem de Q131 Q132
ferritina (mecg/L)

Q.14 Indice de saturacio da Q.14.1 Q.14.2
Transferrina (IST) (%)

EXAMNES LABORATORIAIS (anotar o ultimo exame)
Q.15 EAS (elementos anormais e sedimento). urina tipo 1 ou exame simples de urina:
AVALIACAO GERAL DO EXAME:
RESULTADO:| |

0- exame nio realizado 1. Exame completamente normal 2. Exame alterado (citar alteragdes nas observagdes)

Q.15.1. Observacdes

Q.16 EPF (exame parasitolégico das fezes)
RESULTADO:| |

0-ndo realizado  1- realizado: nenhum verme encontrado (normal) 2- verme encontrado ndo € patogénico (ex:
Entamoeba Coli e Endolimax Nana) 3 — anormal: verme patogénico encontrado (citar alteracdes nas observagdes)

Q.16.1. Observages
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APENDICE 2 - BANCO DE DADOS CLINICO
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APENDICE 2 - BANCO DE DADOS CLINICO
IDENTIFICAGAO

Q1L JL JL JL 1 Nenapesquisa (n°sequencial do participante)
11l JL JL JL JL J Iniciais do nome do sujeito da pesquisa
Q12 L JL JL JL JL JL 1 Nedo prontuario

13l JL J/L JL 7L JL JL JL 1 Data de nascimento

Q.14 | Isexo 1. Masculino 2. Feminino
gessl JL Jel JL del JL JL |
grezl JL Jel S0 Jpl JLJL J
aagsl JL gl Il el JL b
Q154 JL J/LJL J/L JU JL J
@165 JL JsLJL J/L JL JL J

[ J Data da primeira avaliacdo
[ J Data da segunda avaliagéo
|_|  Data da terceira avaliacdo
L J
L J

Data da quarta avaliagédo
Data da quinta avaliacdo

OUTROS

Q.2.1 L ] Diagnéstico Hb SS:

0. Né&o (critério de exclusdo da pesquisa); 1. Sim

Q.2.1.1 Exame que fez o diagnostico e data / /
Q.2.1.2 Observagoes,

Q.2.2 | | Esplenectomia (retirada do bago):

1. Sim (se ainda né&o tiver realizado o procedimento, deixar em branco)
Q.2.2.1 Data do evento ! /

Q.2.2.1 Observagbes,

Q.23 L | Colelitiase (“pedra” na vesicula):

1. Sim (se ainda néo tiver sido feito o diagnostico, deixar em branco)

Q.2.3.1 Exame confirmatorio e data / /
Q.2.3.2 Observagdes

DADOS CLINICOS NO ULTIMO ANO
Incluir nos itens a seguir os dados de todas as avaliagées anuais, ou seja, no Q.3, por exemplo, deve constar
a primeira avaliagédo (Q.3.1), a segunda avaliagéao (Q.3.2) e as demais (0.3.3, Q.34 e Q.3 5).

Digitagdo dos dados no banco realizada por: 1/21
g data / [ e2* data /7
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0- ausente; 1- ocorreu o evento apenas uma vez no Ultimo ano; 2. Ocorreram dois eventos; 3. Ocorreram trés
eventos; 4. Ocorreram quatro eventos; 5. Ocorreram cinco eventos; 6. Ocorreram mais de cinco eventos; 7 — nédo
informa; 9 — data nao informada

NO BANCO DE DADOS LANCAR SOMENTE O NUMERO DE EVENTO (legenda acima)

Assinalar a seguir o numero de eventos entre colchetes (numeragdo acima) seguido da data do ultimo
evento, caso tenha ocorrido.

Q.3. Convulsao:

31l J / / Q32l J / / a33l J / /
Q34| J / / Q3sl J / /
Q3.6.0bservacoes

Q.4 Crise aplastica:

Qail J / / Qa2l ] / / Q44 | / /
Q44l | / / Q4sl | / /

Q4 6. Observacoes

Q.5 Crises algicas (contabilizar somente eventos que necessitam de atendimento hospitalar):
asil | / / as52 | / / Q53 | / /

Q54| | / / assl J / /

Q5.6 Observacoes

Q.5.7 Dor articular de menor intensidade e que nao necessitou de internacao hospitalar:
Q571 J / / Q574 ] / / Q573 | / /
574, J / / aszsl J / /

Q5.7. 6 Observagdes

Q.6 Dactilite (sindrome mao-pé)

Q6.1l J / / Q62 | / / Q63 | / /
Q64l | / / a6sl J / /

Q6.6 Observagoes

Q.7 Doenca cerebrovascular: AVE (acidente vascular encefalico) isquémico
Q71 J / / a7 J / /
Q73 | / / Q74| ] / / a7sl | / /

Digitagéo dos dados no banco realizada por: 2/21
oy data__ / _/ e2? data___ / /
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Q7.3. Observagoes

0- ausente; 1- ocorreu o evento apenas uma vez no ultimo ano; 2. Ocorreram dois eventos; 3. Ocorreram ftrés
eventos; 4. Ocorreram quairo eventos; 5. Ocorreram cinco eventos; 6. Ocorreram mais de cinco eventos; 7 — nao
informa;

Q.8 Doencga cerebrovascular: AIT (ataque isquémico transitorio)

asd | / / as4l | / / asd | / / as7l | / /
Qssl | i /

Q8.9. Observacoes

Q.9 Sequestro esplénico agudo

o1l | / / Q92l | / / Qo3l | / /
Qo4l | / / Qosl J / /
Q 9.6 Observagoes

Q.10 Priapismo
Q.10.1L J / / Q.10.2L | / / Q.10.3L J / /
Q.10.4L J / / Q.105L | / /

Q.10..6 Observactes

Q.11 Sindrome Toracica Aguda

a11.1l ] / / Q1.2 J
Q11.4l ] / / Q115l J / /
Q.11..6 Observagoes,

a11.3L | / /

-
—

Q.12 Ulcera de perna

Q121L J / / Q122 J / / Q12.3l | / /

Q12.4] ] / / Q125 J / /

Q.12..6 Observagoes,

Q.13 Outras intercorréncias clinicas ou cirurgicas

Q131l ] / / Q13.2[ J / / Q13.3L J / /

Q134 J / / Q135 J / /

Digitagdo dos dadosnobanco _ realizada por: 3/21

1 £ data__ / / e2? data __ / /
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Q.13..6 Observacoes

Q.14 Transfusdes sanguineas no ultimo ano:

Q141l J / / Q4.2 J / / Q14.3 J / /
Q.14.4L J / / Q1451 | / /

Q.14.6 Observagdes

AS ANOTACOES A SEGUIR SAO REALIZADA A CADA AVALIACAO, SENDO QUE A DATA, QUE JA FOI
INSERIDA NA PAGINA INICIAL (Q.1.5) DO APENDICE, DEVE SER COPIADA A SEGUIR

Data da primeira avaliacao

DADOS RELATIVOS AO USO DE HIDROXIUREIA

Q15.1 Uso da Hidroxiureia [ ] 0-ndo 1-sim
Q152 L | Motivo para néo usar hidroxiuréia:
1- N&o se aplica, pois o paciente usa a hidroxiuréia;
2- Paciente apresentou efeito colateral com a hidroxiuréia (descrever o tipo de efeito colateral nas observacoes)
e necessitou suspender;
3- Paciente ou responsavel optou por n&o usar o medicamento, apesar da recomendacéo médica;
4- Paciente ja teve a indicagdo médica para o uso do medicamento e esta programando o inicio da utilizagdo
(atraso relativo ao processo de aquisi¢ao do medicamento, por exemplo);
5- Na&o houve recomendacé@o médica do Hemocentro de Governador Valadares para o uso do medicamento;
6- Medicamento foi suspenso por falta de resposta terapéutica.
7- outros (descrever nas observagoes)
Q15.2.1. observacoes

Q1s53.L JL J/L JL J/L JL JL JL | Datade inicio uso da Hidroxiureia (HU)

Q1532 JL J/L JL J/L JL JL JL | Datado fimdo uso da HU (citar os motivos nas observagées)
Q15.4 Dose diaria atual de hidroxiuréiaemmgl JL JL JL JL 1 |

Q15.5 Dose diaria atual de hidroxiuréiaemmgm2 | |l 1L || 1 |

Digitacao dos dados no banco realizada por: 4/21
1* data__/__/ e2? data __ / /
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iGeN A]f A

Q15.5.1 Superficie corporal em m? (disponivel no item Q.11.2do APENDICE 4)L 1L 1L 1L |

Q15.5.2 Dose de hidroxiuréiaemmg/kg/dia | Il JL 1 |

Q156 L J Apresentacao de hidroxiuréia em uso atual: 1. Capsula; 2. Solugdo

OBS: A solugéo recomendada é preparada com uma capsula de 500mg de HU em 10ml de agua destilada, obtendo
a concentracéo de 50mag/ml.

a5zl Tempo de uso da apresentacao hidroxiuréia citada no item anterior :

0. Néo usa a HU; 1. Menos que um ano; 2. Um a dois anos; 3. Mais que dois anos.

Q158 L J Tempo de uso da dose atual de hidroxiuréia:

0. Né&ousaa HU; 1. Menos que um ano; 2. Um a dois anos; 3. Mais que dois anos.

Q15.9 | Tempo de uso da hidroxiuréia;

0. Ndo usa o medicamento; 1. Menos que um ano; 2. Um a dois anos; 3. Mais que dois anos.

Q15.10 | | Aderénciaa terapéutica no ultimo ano (HU);

0. Ndo aderente (usa menos de 24 dias no més); 1. Aderente (usa 24 ou mais dias no més, mas omite o uso

ocasionalmente); 3. Completamente aderente (usa todos os dias do més, sem omitir nenhum dia)

Q15.11 observagoes

USO DE MEDICAMENTOS/SUPLEMENTOS/VITAMINAS

0- nao utiliza 1- utiliza 7 —néo informa  9- data ndo informada
Nome do Medicamento Data de Inicio do Observacgoes
uso e termino se
houver
Q16 | Acido folico Q162 Q.16.3
Q17L |Quelante Ferro Q172 Q173
(deferasirox - Exjade®)
Q.18 IcContraceptivos Q182 Q.183
Q19 L JFerro Q192 Q193
OUTROS
Digitacdo dos dados no banco realizada por: 5/21

1? data / [/ e2? data /]
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EXAMES PARA RISCO OU OCORRENCIA DE DCV (ultimo ano)
0- néo realizado 1- realizado 7 —nao informa 9 — data n&o informada
Q.20 | | Teste de Doppler Transcraniano

Q.20.1 Data do dltimo exame / /

Q.20.2 Resultado dado pela velocidade média maxima nos segmentos arteriais (Vmm/seg):

ACM*e: ACM*d:
Bif*e: Bif*d:
ACAe: ACAd:
ACPe: ACPd:
ACl'e: ACI*d:
A BASILAR:

Q 20.3 Classificagdo de acordo com estudo STOP :[ ]

1- indeterminado, 2- risco baixo, 3- condicional baixo, 4- condicional alto, 5- risco alto.

Q20.3.1 5a02 maxima (oximetria de pulso):

Q20.3.2 Observagoes:

Q21| | Tomografia Computadorizada ou Ressonancia Nuclear Magnética do encéfalo
Q.21.1 Data do ultimo exame ! /
Q.21.2 Resultado

Q21.3 Observacdes

Nome do coletor dos dados — coloque as questoes que foram coletadas e a data

Nome

Questdes coletadas

Data: __ [/ /

Nome

Questdes coletadas

Data. [/ /

Digitagdo dos dados no banco realizada por: 6/21

G data  / [/ e data /
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APENDICE 3 - BANCO DE DADOS ENDOCRINOLOGICO
IDENTIFICAGAO

ax b 0L 3L e N° na pesquisa  (n° sequencial do participante)
Q11 JL JL JL JL I iniciais do nome do sujeito da pesquisa
Q12 L JL JL JL JL JL J Ne°do prontuario

@13l JL J/L JL J/L JL JL JL J Data de nascimento

Q.14 | Isexo 1.Masculino2. Feminino

gzl 1L bel A0 $20 1L ). 1) | Data da avaliagdo

BANCO DE DADOS PREENCHIDO NA PRIMEIRA AVALIAGAO E REAJUSTADO CONFORME
NECESSIDADE

DADOS CLINICOS RELATIVOS A DEFICIENCIA DO HORMONIO DO CRESCIMENTO
0- néo 1- sim 3 - néo informa

Q3 L | Presenga de condicdo predisponente como les&o intracraniana e irradiagdo do sistema nervoso
central;
Q3.1. Observacodes:

Q4 | | Deficiéncia de outros horménios hipofisarios;
Q. 4.1. Observacdes:

Q.5 | | Sinais e sintomas de deficiéncia de GH/hipopituitarismo no periodo neonatal (hipoglicemia, ictericia

prolongada, micropénis, defeitos de linha média).
Q5.1 Observacdes

DADOS RELATIVOS AO NASCIMENTO

Q.6.1 Peso ao nascimento (emgramas): L L Il JL
Q.6.1.1 | Baixo peso ao nascimento (peso ao nascimento menor que 2500 g): 0. ndo; 1. sim

Q.6.1.2 observacdes

Q. 6.2 Idade gestacional ao nascimento (semanas):L JL

Q. 6.2.1 observacdes

Q.6.3 L | Parto prematuro (parto com menos de 37 semanas de gestacdo): 0. ndo; 1. sim.
Q.6.3.1 observacdes

Q.64 | | Peso para a idade gestacional classificado como pequeno para a idade gestacional (PIG) (a

classificagdo pode ser consultada no ANEXO 5): 0. ndo; 1. sim.

tad

Digitacdo dos dados no banco realizada por: 1/
iy data  / / &2r data 'SR |
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Q.6.4.1. Observacdes:

Q.6.5 Comprimento ao nascimento (centimetros):| || J

Q.6.5.1 observacdes

DADOS RELATIVOS A ESTATURA E PUBERDADE DOS PAIS

Q7.1 Alturadopai(em): L JL JL J.L J
Q. 7.2 Observagdes (citar a fonte da informag¢éo acima: informado pela mée, medido, certificado de reservista e

etc)

Q.7.3 Idade de inicio de puberdade do pai:|. ]| | anos
Q.7.4 Observacdes:
Q.8.1 Altura damae (cm):L JL JL 1.1 |

Q.8.2 Observacbes (citar a fonte da informacdo acima: informado pelo pai, medido e

etc):

Q.8.3 Idade da menarcada mae: | JL | anos

Q.8.4 Observacdes

Q.9. Observacdes gerais:

DADOS RELATIVOS AS PATOLOGIAS PREVIAS E HISTORICO SOCIAL

0- néo 1-sim 3 —néo informa

Q. 10 L ] Desenvolvimento neuro-psicomotor normal?
Q 10.1 Observacbes
Q. 11L ] vacinas em dia?

Q11.1 Observacdes

Q. 121 | Alimentacdo adequada (avaliar o consumo de pelo menos trés refeicdes principais por dia)?

Q12.1 Observacdes

Q. 13 | Atividade fisica regular (minimo de 150 minutos de atividade fisica por semana)?

Q13.1 Observacdes

Q. 14| | Doenca respiratoria?

Q14.1 Observacdes

Q. 15 | Doenca gastrointestinal?

Q15.1 Observacdes

Digita¢do dos dados no banco realizada por: 2/3
1? data /[ e 2° data
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Projeto de Pesquisa: Avaliagdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos endécrinos,

Q. 16 | Doenca hepatica?
Q16.1 Observacdes

bioquimicos e moleculares

Q. 17L | Doenga neurolégica?

Q17.1 Observacdes

Q. 18| | Doenca cardiaca?

Q18.1 Observactes

Q. 19 | Doenga renal?

Q19.1 Observacdes

Nome do coletor dos dados — coloque as questdes que foram coletadas e a data

Nome

Questdes
coletadas

Data: I

Nome

Questdes
coletadas

Data: {4

Digitacéo dos dados no banco
lﬂ

data_

¢

'Illl— - —

realizada por:
e2

data /

(%]
-

(%)
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APENDICE 4 - EXAME CLINICO
IDENTIFICAGAO

esL JL JL JL J N° na pesquisa (n° sequencial do participante)

2l JL JL JL JL J iniciais do nome do sujeito da pesquisa

@3 L JL JL JL JL JL J Ne°do prontuario

@4l JL J/L JL J/L JL JL JL J Datade nascimento

Q5 | JSexo 1.Masculino 2.Feminino

el AL Jd2LdE Dl 3L JE AL Data da avaliagéo

Q.6.1| ] Ordem da avaliagdo: 1. Primeira; 2. Segunda; 3. Terceira; 4. Quarta; 5. Quinta; 6. Sexta;
7. Outras: citar

Q. 6.2.1 JIntervalo entre as avaliagdes: 1. Entre seis e 12 meses; 2. Superior a 12 meses; 3. Outros
ANOTE PERGUNTANDO

Q.7 L ICor 1.Branco 2. Preto(a) 3.Pardo(a), moreno(a)ou mulato(a) 4. Amarelo(a) 5. Indigena

PEDIR PARA TIRAR SAPATOS, OBJETOS DOS BOLSOS E FAZER AS MEDIGOES CONFORME
ABAIXO:

Q8 Estatural JL JL J, L Jem
Q9 Peso | JL I, L JKg

PREENCHA OS DADOS A SEGUIR UTILIZANDO O APLICATIVO CHILD METRICS
(disponivel em www.childmetrics.org):

- Selecione em GROWTH: Auxology

- Insira a data de nascimento (Date of Birth) com més, dia e ano; data desta avaliagdo (Date
of Visit), sexo (Gender); peso em kg (weight); altura em cm (height); altura da mae (Maternal
Height), disponivel no item Q.7.1 do APENDICE 3; e altura do pal (Paternal Height),
disponivel no item Q.8.1 do APENDICE 3.

- Selecione WHO em Reference e clique em calcular (Calculate).

- Anote os dados obtidos.

Q.10.1 Idadeem: | Il Janos | J[ J meses

Q.10.2 Idade em anos edecimais: . JL L JL | anos

Q.11.1 IMC (BMI: body mass index): L JL JL Il ] Kg/im?

Q.11.2 Superficie corporal (BSA: body surface drea): L |.L 1L 1 m?
Q.11.3. Escore Z da altura alvo (Target Height SD Score): ( ) L J.L JL

1de4d
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(dado exclusivo da primeira avaliacdo)
Q.11.4. Altura alvo (Target Height): L 1L 1L J.[ Jem
(dado exclusivo da primeira avaliacdo)

- Calculo realizado através da: [altura do pai em cm + altura da mée em cm + 13 (se
individuo do sexo masculino) ou — 13 (se individuo do sexo feminino)] + 2.

AS QUESTOES Q10 a Q19 DEVEM SER PREENCHIDAS APOS O TERMINO DAS MEDIGOES

Calculos realizados pelo Aplicativo CHILD METRICS SELECIONANDO OS DADOS DO WHO E
COMPLEMENTANDO COM A SELEGCAO DO CDC, CASO NECESSARIO.

@12 ( ) LJ.,L Il 1 Escore-z Estatura/ldade

Q13 | ]Classificacdo Estatura-para-idade

1. Muito baixa estatura para a idade ( <-3 EZ); 2. Baixa estatura (= EZ-3 e < EZ-2);
3. Estatura adequada (= -2 EZ)

a14 [ Il J.L 1| IMC

@15 ( ) L 1.l JL | Escorez peso/idade

Q.16 | | Classificacdo peso-para-idade

1. Peso Muito Baixo para a idade (< EZ-3); 2. Peso Baixo para a idade (= EZ-3 e < EZ-2); 3. Peso
Adequado ou Eutrdfico (= EZ-2 e < EZ +2); 4. Peso elevado para a idade ( >+2 E2Z)

@17.( ) L J.L JL 1 Escore-z IMC/idade

@1s8. L JL 1,L 1] percentil IMC/Idade

Q.19 | IClassificagdo IMC-para-idade

1. Magreza acentuada (< EZ-3) 2. Magreza (= EZ-3 e < EZ-2) 3. Eutrdfico (2 EZ-2 e S EZ +1)
4.Sobrepeso (> EZ+1 e = EZ+2) 5. Obesidade (z +2 EZ e < EZ +3) 6. Obesidade grave (>+3 EZ)

DADOS RELATIVOS AQ INiCIO DA PUBERDADE (exceto o Q.25, que pode alterar a cada avaliagéo, os
demais itens s@o inseridos no banco de dados em apenas uma ocasiao)

0- néo 1- sim 3 —néo informa

Q. 20| | Jainiciou a puberdade: 0. N&o; 1. sim
Q. 20.1 Observacdes

Q. 21 | Idade que iniciou a puberdade: . IL Janos L JL ] meses (idade em anos e meses)

Q. 21.1 Observacdes

Q. 22| | Puberdade precoce (inicio antes dos 8 anos em meninas ou antes de 9 anos em meninos):
Q.22.1 Observacdes

2de 4



91

N
NaGribeN 4 ﬁf%l
FUNDAEAO
“n Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares HE NAS

Projeto de Pesquisa: Avaliacao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
endocrinos. bioquimicos e moleculares

Q.23| | Puberdade atrasada (inicio apés dos 13 anos em meninas ou apés de 14 anos em meninos):
Q23.1 Observacdes
Q24.1L ] Menarca:

Q. 24.2 Idade damenarca:|. JL Janos | JL | meses (idade em anos e meses)

Q.25 | | Ciclos menstruais:

1. A intervalos menores que 21 dias (polimenorréia); 2. A intervalos compreendidos entre 21 e 35 dias; 3. A
intervalos superiores a 35 dias (oligomenorréia); 4. Amenorréia superior a 3 meses; 5. Uso de contraceptivos
hormonal; 6. Sem menarca; 7. outros

Q25.1 Observagao:

AS QUESTOES Q26 a Q28 DEVEM SER PREENCHIDAS UTILIZANDO O ESTAGIO DE TANNER
(ANEXOS 3 e 4)

*DADO OBTIDO POR ANAMNESE, OU SEJA, INFORMADO PELO PACIENTE/RESPONSAVEL, NO
LUGAR DE DADO OBTIDO POR EXAME FiSICO

Q.26 | |Estagio de maturacd@o sexual genital por Tanner (sexo masculino)
1.G1; 2.G2;3.G3; 4.G4; 5.G5; 6. Ignorado ou néo foi possivel avaliar

Q.26.1 | |Estagio de maturacdo sexual genital por Tanner INFORMADO" (sexo
masculino)

1.G1; 2.G2:3.G3; 4.G4; 5.G5; 6. Ignorado ou néo foi possivel avaliar

Q.27 | | Estagio de maturagdo sexual da mama por Tanner (sexo feminino)
1.M1; 2.M2;3.M3; 4.M4; 5.M5; 6. Ignorado ou néo foi possivel avaliar

Q.27.1 | ] Estagio de maturagdo sexual da mama por Tanner INFORMADO" (sexo
feminino)

1.M1; 2.M2;3.M3; 4.M4; 5.M5; 6. Ignorado ou néo foi possivel avaliar

Q.28 | | Estagio de maturagdo sexual dos pelos pubianos por Tanner (sexo masculino e
feminino)

1.P1; 2.P2; 3.P3; 4.P4; 5.P5; 6.Ignorado ou néo foi possivel avaliar

Q.28.1 | | Estagio de maturagdo sexual dos pelos pubianos por Tanner INFORMADO*
(sexo masculino e feminino)

1.P1; 2.P2; 3.P3; 4.P4; 5.P5; 6.Ignorado ou néo foi possivel avaliar

3de4



Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares HEMOMINAS
Projeto de Pesquisa: Avaliacdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
endocrinos, bioquimicos e moleculares

Q.29 Volume testicular no sexo masculino:L J | ] ml

@.29.1 L ] Volume testicular maior que 4 ml: 0. N&o; 1. sim

Q.30 | | Dismorfias ou caracteristicas clinicas sugestivas de sindrome clinica associada a
baixa estatura ou que mereca investigacéo. 0.néo; 1.sim

A PARTIR DA SEGUNDA AVALIACAOQ, PREENCHA O DADO A SEGUIR (Q.31)
UTILIZANDO O APLICATIVO CHILD METRICS (disponivel em www.childmetrics.org):

- Selecione em GROWTH: Growht Velocity;

- Insira a data de nascimento (Date of Birth) com més, dia e ano; sexo (Gender); data da
Ultima avaliacdo (Date at First Visit); altura da dltima avaliacdo em cm (Height at First Visit);
data da avaliacdo atual (Date at Last Visit); altura da avaliacdo atual em cm (Height at Last
Visit)

- Selecione em Reference: Kelly (para meninos de 5,5 anos a 18,5 anos e meninas de 5.5
anos a 17.5 anos) ou Baumgartner (para os demais individuos)

- Clique em calcular (Calculate).

- Anote os dados obtidos.

Q.31 Velocidade de crescimento (12-month Growth Velocity): L JL J, L J cmi/ano
(em/Year)

Q.31.1. Escore Z da velocidade de crescimento (Groth Velocity SD Score):

() Ll J

Q.32 | Velocidade de crescimento menor que o percentil 25 da curva de velocidade de
crescimento (ANEXOS 1 E 2) 0.nédo ; 1. sim.

Avaliador

Observacdes/intercorréncias:

Responsavel pelos dados em I

4ded
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APENDICE 5 - QUESTIONARIO AVALIATIVO
IDENTIFICAGAO

Q1L JL JL | Nenapesquisa (n°sequencial do participante)

Q2L JL JL JL JL I Iniciais do nome do sujeito da pesquisa

@3 L JL JL JL 1L JL 1 Nedo prontuario

a4l JL IvL JL IvL JL Il JL ] Data de nascimento

Q.5 | JSexo 1. Masculino 2. Feminino

aetl JL JsLJL 170l JL JL JL J Data da PRIMEIRA etapa
ee2l JL JsLJL JsL JL JL JL Data da SEGUNDA etapa
ee3l JL JsLJL JsL JL JL JL | Data da TERCEIRA etapa
ee4l JL JsLJL J7L JL JL JL | Data da QUARTA etapa

O QUESTINARIO ATUAL DEVE SER PREENCHIDO A CADA AVALIACAO DOS PARTICIPANTES QU DE
SEUS EXAMES

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Q7.1 L ldentificagdo de alguma doenca ou sindrome néo avaliada na pesquisa que seja
associada a baixa estatura. 1. Sim; 2. No.

Q72 L 1 Presenca de outra condigéo predisponente para a deficiéncia de GH, como
lesdo intracraniana e irradiac&o do sistema nervoso central. 1. Sim; 2. Nao.

Q.7.3. L |Deficiéncia intelectual acentuada 1. Sim; 2. N&o.

Q.74. | ] Presenca ou suspeita de gravidez. 1. Sim; 2. Nao.

Né&o passar para as questbes seguintes no caso de respostas afirmativas em Q.7.1a Q7.4.

12 ETAPA

ANALISES BIOQUIMICAS INICIAIS A SEREM SOLICITADAS NOS INDIVIDUOS SEM CRITERIOS DE
EXCLUSAO:

Q.8.L ]Paciente ainda néo fez os exames iniciais? 1. Sim; 2. N&o.

Q.9.l ]Data de nascimento entre 01 de janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 20147
1. Sim; 2. N&o.

Q.10 L |Data de nascimento entre 01 de janeiro de 1998 a 31 de dezembro de 2007 e
data da avaliacdo atual posterior a 1 janeiro de 20207
1. Sim; 2. N&o.

Q.11 L 1A resposta foi sim em duas das trés perguntas anteriores?
1. Sim; 2. Nao.

1de4
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Q.11.1 Solicitar os seguintes exames se a resposta foi sim em Q.11 e passar para as
guestbes de numero 12 (Q.12).

Andlises Bioquimicas Iniciais:

- Glicose, ureia, creatinina, calcio total, fésforo, fosfatase alcalina, albumina, TSH, T4 Livre,
IGF-1, IGFBP-3, radiografia de mé&o e punho para idade éssea.

EXAMES RESERVADOS A INDIVIDUOS COM BAIXA ESTATURA (Q.12):

Q.121]  |Escore Z da estatura menor — 2 DP? 1. Sim; 2. N&o.

Q.122| | Data de nascimento entre 01 de janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 2014?
1. Sim; 2. Néo.

Q.12.3 | ] Data de nascimento entre 01 de janeiro de 1998 a 31 de dezembro de 2007 e
data da avaliacéo atual posterior a 1 janeiro de 20207
1. Sim; 2. N&o.

Q.12.4 | ] A resposta foi sim em duas das trés perguntas anteriores?
1. Sim; 2. Néo.

Q.12.5 Solicitar os seguintes exames se a resposta foi sim em Q.12.4 e passar para as
questdes da 22 ETAPA

Exames Reservados a Individuos com Baixa Estatura:

- Dosagem de IgA, Anticorpo antitransglutaminase tecidual IgA, TGO, TGP, bilirrubina total e
fracdes.

22ETAPA
EXAMES RESERVADOS A INDIVIDUOS COM MAIOR PREJUIZO ESTATURAL:

Q.13.1. ] Escore Z da estatura menor — 2 DP? 1. Sim; 2. Néo.
Q.132.1 ]Baixa estatura grave, definida como estatura inferior — 3 DP? 1. Sim; 2. Néo.
Q133. | 1 Reducdo na velocidade de crescimento (se disponivel), definida como velocidade de

crescimento inferior ao percentil 25 da curva de velocidade de crescimento? 1. Sim; 2. N&o.

Q.14.1. L | Data de nascimento entre 01 de janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 2014?
1. Sim; 2. No.

Q.142. L |Data de nascimento entre 01 de janeiro de 1998 a 31 de dezembro de 2007 e
data dessa avaliacdo posterior a 1 janeiro de 20207
1. Sim; 2. No.

Q.14.3. L |Exames realizados previamente ndo sugerem a possibilidade de outra doenca
diferente da deficiéncia de GH como causa para a BE e o valor da hemoglobina plasmatica
se encontra maior que 9 mg/d|?

1. Sim; 2. Néo.

2de 4
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Q.15. | 1 A resposta foi sim em duas das questées de numero 13 (Q.13.1 a Q.13.3) e em duas das
questbes de numero 14 (Q.14.1 a Q.14.3)? 1. Sim; 2. Néo.

Q.16. Solicitar os seguintes exames se a resposta foi sim na alternativa anterior:

- Caridtipo com bandas em sangue periférico nas meninas.

- Gasometria venosa.

- Teste de estimulo do GH com administracéo oral de clonidina na dose de 0,1 a 0,15 mg/m?
de superficie corporal e dosagem de GH plasmatico basal e apés 30, 60 e 90 minutos
(aguardar a crianca apresentar no minimo 20 kg de peso corpéreo para solicitar esse
exame).

DE POSSE DOS RESULTADOS dos exames de Q.16, responder as questdes a seguir e
passar paraa 32 ETAPA

Q16.1 L | Individuo do sexo masculino ou resultado do cariétipo 46, XX? 1. Sim; 2. N&o.
Q.16.2. L | Resultado da gasometria venosa sem acidose metabélica (HCO3 na faixa de
22 a 26 mEqg/L)? 1. Sim; 2. Nao.

Q.16.3. L | Resultado do teste de estimulo do GH com administragéo de clonidina com
concentracdo maxima de GH inferior a 5 ng/ml? 1. Sim; 2. N&o

32 ETAPA
EXAMES CONFIRMATORIOS DA DEFICIENCIA DE GH

Q171.L 1A resposta foi afirmativa nas trés questdes de numero 16 (Q.16.1 a Q.16.3)? 1. Sim; 2. N&o.

Q.17.2.l |0 individuo apresenta mais de 20 kg de peso corporeo e ndo apresente histérico de doengas
cardiovascular, crise convulsiva ou AVE? 1. Sim; 2. N&o.

Q.18.1L ] Oindividuo é do sexo feminino, apresenta idade cronolégica a partir de 8 anos e estagio puberal
de Tanner abaixo de 3 para avaliacdo das mamas (M3) e dos pelos pubianos (P3)? 1. Sim; 2. Nao.
Q182 1 O individuo é do sexo masculino, apresenta idade cronologica a partir de 9 anos e estagio

puberal para os pelos pubianos abaixo de 3 (P3) de Tanner? 1. Sim; 2. N&o.

Q.18.3 Se a resposta for afirmativa apenas em Q.17.1 e Q.17.2, solicitar o Teste de Estimulo de GH
com Insulina, como se segue:

Teste de Estimulo de GH com Insulina:

Teste realizado com a administrac@o de 0,1 Ul/kg de insulina regular endovenosa e da dosagem plasmatica

de glicemia, cortisol e GH nos seguintes tempos: basal, 30, 60 e 90 minutos apo6s a administracéo.
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Q.18.4 Se a resposta for afirmativa em Q.17 (Q.17.1 e Q.17.2) e em Q.18 (Q.18.1 ou Q.18.2), associar ao
Teste de Estimulo de GH com Insulina o “Priming” com Horménios Sexuais, como se segue:

1)  “Priming” com Horménios Sexuais Para Individuos do Sexo Maculino:
Prescricdo de cipionato de testosterona 50mg intramuscular, duas doses, administradas 16 dias e 48 horas
antes da realizac@o do Teste de Estimulo de GH com Insulina.

2) “Priming” com Horménios Sexuais Para Individuos do Sexo Feminino:
Prescric@o de estrégenos conjugados na dose de 1,25 mg/m2, via oral, trés doses, administradas 72, 48 e 24

horas antes da realizacdo do Teste de Estimulo de GH com Insulina.
42 ETAPA

EXAME DE IMAGEM DA REGIAO HIPOTALAMO-HIPOFISARIA

Q.19101  JResultado do Teste de Estimulo do GH com Insulina mostrou concentracéo plamatica maxima
de GH inferior a 5 ng/ml? 1. Sim; 2. N&o

Q.19.2]  |Resultado do Teste de Estimulo do GH com Insulina mostrou concentragdo plamatica de glicose
inferior a 40 mg/dl em algum momento do teste? 1. Sim; 2. Nao

Q.19.3 Se a resposta for afirmativa em Q.19.1 e Q.19.2, solicitar Ressonancia Magnética de Sela

Turcica.

Avaliador

1) Observagdes/intercorréncias:

Responsavel pelos dados em I

2) Observacdes/intercorréncias:

Responsavel pelos dados em I/
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APENDICE 6 — RESULTADOS GERAIS
IDENTIFICACAO

1l JL JL 1L J N° na pesquisa  (n° sequencial do participante)

.2l 1L JL JL JL J iniciais do nome do sujeito da pesquisa

@3 L JL JL JL JL JL J Nedo prontuario

Qal JL JvL JL JvL JL JL JL J Datade nascimento

Q.5 | Isexo 1. Masculino 2. Feminino

Q.6.1 Idade cronolégica (IC) em anos e decimais (disponivel em Q.11.2 do APENDICE 4):
L 1L LL JL 1 anos

Q.6.2 |dade éssea descrita no laudo emitido pela clinica:
-10L JL Janos L JL | meses (idade em anos e meses)

Q.63 Datadoexameem .6l J L I/ JL J/L JL JL JL

Q. 6.4 Observacdes

Q.7 Idade éssea (I0) definida através do atlas de Greulich e Pyle:
-loL JL lanos L JL | meses (idade em anos e meses)

Q. 7.1 10 definida em Q.7 em anos e decimais. Utilizar o aplicativo disponivel em
https://convertlive.com/pt/u/converter/meses/em/anos#11 para converter os meses em fracéo de anos.

-iolL JL LL JL J anes

Q. 7.2 Ohservacdes

OS RESULTADOS A SEGUIR DEVEM SER PREENCHIDOS UTILIZANDO:

- Aplicativo BoneXpert (disponibilizado em www.BoneXpert.com/ahp).

- Selecionar no aplicativo como etnia a afro-americana (african american).

- ldade dssea (I0) em anos e decimais definida em Q.7.1

- Idade cronoldgica em anos e decimais (em Q.6.1) e estatura (em centimetros) inseridos no APENDICE 4
(escolher a Ordem da Avaliacdo com data mais préxima a da realizac&o da 10):

- Altura do pai e da mée inseridos no APENDICE 3.

Q. 7.2 Escore Z da idade dssea (10) definida através do atlas de Greulich e Pyle:

( yLJ,L IL 1 Escorez

Q.8 Previséo de estatura final (PEF) baseado na idade 6ssea definida em Q.7.1:
- AHP (adult height prediction) (x-ray)L 1L 1L 1. L 1em

Q.8.1 Variacéo (incerteza) da PEF baseado na idade éssea definida em Q.7.1 com + 1 desvio padréo (DP):

+ L 1L 1 em

Q.9. Previsdo da idade do pico de velocidade de crescimento:
- APHV (Prediction of the Age of Peak Height Velocity): L Il 1.1l | anos

Q.9.1 Variacéo (incerteza) da APHV com + 1 desvio padréo (DP):
+ L 1.l Janos
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Q.10. Previsdo de estatura final (PEF) baseado apenas na altura dos pais:
- AHP (adult height prediction) (parental)l. 1L 1L 1.l | em

Q.10.1 Variacéo (incerteza) da AHP (parental) com + 1 desvio padréo (DP):
+ L 1, L 1 anos

Q.11. Previsao de estatura final (PEF) baseado apenas na altura dos pais e na idade éssea:
- AHP (adult height prediction) (x+P)L 1L 1L 1, L Jem

Q.11.1 Variacéo (incerteza) da AHP (X + P) com + 1 desvio padréo (DP):
+ L 1, L Janos

OS RESULTADOS A SEGUIR DEVEM SER PREENCHIDOS UTILIZANDO OS EXAMES LABORATORIAIS
REALIZADOS E ACRESCIDOS DO CALCULO DO ESCORE Z (ANEXOS)

Q.12.1. IGF1 (resultadoemng/mi):L  J [ JL |

Q.12.2 Escore Z do IGF1 para a idade cronolégica (IC) (@.6.1):
() L1, L JL 1 Escorez

Q.12.3 .Escore Z do IGF1 para a idade ossea (Q.7):
( )y L1.L Il 1 Escorez

Q.12.4 .Escore Z do IGF1 para o estagio de Tanner (@26 a Q28 do APENDICE 4):
( )y L1.L Il 1 Escorez
Q.13.1 IGFBP3 (resultadoem ng/ml): L J | JL |

Q.13.2 Escore Z do IGFBP3 para a idade cronoldgica (Q.6.1):
( )y LJ.L JL | Escore-z

Q.13.3 Escore Z do IGFBP3 para a idade dssea (Q.7):
( ) L1, L JL 1 Escorez

Q.13.4 .Escore Z do IGFBP3 para o estagio de Tanner (Q26 a @28 do APENDICE 4):
() L1.L Il 1 Escorez

Avaliador

1) Observacgdes/intercorréncias:

Responsavel pelos dados em [

2) Observacdes/intercorréncias:

Responsavel pelos dados em 1
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO namero 1° (TCLET’)

(No caso do responsavel pelo menor)

O(a) menor ,
sob sua responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de
pesquisa “Avaliacdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos, bioquimicos e moleculares”, Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados
no prontuario, exames de laboratério e clinicos e radiografia da mao e punho de pessoas com
anemia falciforme.

Atualmente estdo sendo publicadas pesquisas médicas que demonstraram que pessoas com
anemia falciforme podem apresentar um crescimento inferior ao de outras pessoas ou atraso na
idade em que se inicia a puberdade e, as vezes, se tornarem adultos com estatura menor. O atraso
no inicio da puberdade pode trazer ansiedade para as pessoas, pois acham estranho demorar a ter
aparéncia de mulheres ou homens adultos. As causas para o prejuizo no crescimento ou a demora
no inicio da puberdade podem ser por problemas em uma glandula localizada dentro da cabeca
(cranio) chamada de hipéfise. O objetivo dessa pesquisa é analisar o crescimento de pessoas com
anemia falciforme e se existe algum fator que explicaria a deficiéncia no crescimento se isto for
verificado. Queremos também saber como o remédio chamado hidroxiuréia afeta o crescimento
quando é usado por algumas pessoas.

Se vocé concordar na participagdo do menor no estudo, iremos utilizar as anotagdes médicas que
estdo arquivadas na Hemominas, realizaremos uma consulta médica com o menor e exames de
sangue. Tudo isso sera feito no mesmo dia que estiver consulta agendada na Hemoninas. Além
disso, faremos tambem uma solicitagao de radiografia da mao e punho, que devera ser feita em
uma clinica de raio X conveniada. A radiografia da mao e punho é para saber a |dade Ossea e serve
para ver o quanto a pessoa ainda é capaz de crescer.

Para os exames bioquimicos e moleculares iremos coletar o sangue O sangue coletado sera
utilizado para separar o material genético, 0 DNA, para analisar se vocé possui alfa-talassemia,
outra anemia hereditéria, ou se existem outras variagbes que possam explicar as diferencas na
gravidade clinica observadas na anemia falciforme. Com outra parte do sangue iremos fazer
exames bioguimicos relacionados ao crescimento em laboratorio especializado. Para participar
desta pesquisa, o(a) Sr(a), responsavel pelo menor, devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocés ndo terdo qualquer custo, nem receberdo qualquer vantagem financeira.
Portanto, todos os exames laboratoriais, radiografias, medicamentos, transporte ou qualquer
necessidade surgida em decorréncia do estudo serdo inteiramente gratuitos. Apesar disso, caso
sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, 0 menor tera assegurado
o direito a indenizac&o.

O(a) Sr(a) sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou
recusar-se a participar da pesquisa. O(a) Sr(a) podera retirar o consentimento ou interromper a
participagdo do menor a qualguer momento. A participagdo do menor € voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretaréa qualquer penalidade ou medificagcdo na forma em que o(a) menor é
atendido(a) na Hemominas. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo e confidencialidade. O menor n&o sera identificado em nenhuma publicacéo.

Os riscos que podemos citar nos procedimentos desta pesquisa séo: a coleta de sangue sera feita
por um profissional treinado da Fundagdo Hemominas, mas, em alguns casos pode acontecer um
hematoma (mancha de cor roxa) na regigo do brago onde a agulha foi introduzida que desaparecera
espontaneamente em poucos dias. Podera haver incémodo no momento da picada. Caso seja feita
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uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra
podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

A radiografia da m&o e punho é um exame que exp&e a radia¢cdo uma area muito pequena do corpo,
sendo que érgdos sensiveis a radiacdo e eventualmente expostos, como as génadas e a tireoide,
serdo devidamente protegidos por vestimentas de chumbo.

Em rela¢do aos beneficios deste projeto podemos citar: diagnostico precoce de alguma alteragéo
nos exames permite a tomada de medidas para possiveis complicacdes da anemia falciforme.
Sendo que, caso alguma alteragdo que possa ser tratada for identificada, iremos entrar em contato
com a equipe médica local para as devidas providéncias.

Os resultados dos exames e da radiografia de mao e punho serdo anexados ao prontuario para que
o médico que o acompanha na Fundag&o Hemominas tenha acesso a e possa utiliza-los para alterar
ou nao a conduta no tratamento da anemia falciforme. De forma indireta estes resultados da
pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas, pois poderdo trazer conhecimentos para modificar o
tratamento da anemia falciforme.

Os resultados estaréo a sua disposicdo quando finalizado. O nome e o material que indique a
participacdo do menor n&o serdo liberados sem a sua permissao.

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). Os dados e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e
apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude), utilizando as informag¢des somente para os fins académicos e cientificos.

Declaragio de consentimento

Eu, g
portador(a) do documento de Identidade , responsavel pelo menor
, hascido em __ [/ |/ com idade de anos*, prontuario
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 dulvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes, e o meu responsavel podera modificar a deciséo 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 davidas.

, de de 20
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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:

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 VELLOSO RODRIGUES
DOMICIO A. DA COSTA JUNIOR
Endereco: Av. Dr. Raimundo
Monteiros Rezende, 330- Centro
CEP: 35010-177 — Governador
Valadares/ MG -

Fone: (33) 91506745

E-mail: naorigen@ufjf.edu.br
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO numero 1 (TALE1)

(Anuéncia do participante da pesquisa, crianca, adolescente ou legalmente incapaz).

Vocé , esta
sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa “Avaliagdo do
Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos endécrinos, bioquimicos e
moleculares”, Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario, exames de
laboratério e clinicos e radiografia da mao e punho de pessoas com anemia falciforme.

Atualmente estdo sendo publicadas pesquisas médicas que mostraram gque pessoas com anemia
falciforme podem apresentar um crescimento inferior ao de outras pessoas ou atraso na idade em
que se inicia a puberdade e, as vezes, se tornarem adultos com estatura menor. O atraso no inicio
da puberdade pode trazer ansiedade para as pessoas, pois acham estranho demorar a ter
aparéncia de mulheres ou homens adultos. As causas para o prejuizo no crescimento ou a demora
no inicio da puberdade podem ser por problemas em uma glandula localizada dentro da cabeca
(cranio) chamada de hipdfise. O objetivo dessa pesquisa € analisar o crescimento de pessoas com
anemia falciforme e se existe algum fator que explicaria a deficiéncia no crescimento se isto for
verificado. Queremos também saber como o remédio chamado hidroxiuréia afeta o crescimento
quando € usado por algumas pessoas.

Se vocé concordar em participar do estudo, iremos utilizar suas anotagcdes médicas que estdo
arquivadas na Hemominas, realizaremos uma consulta médica com vocé e um exame de sangue.
Tudo isso sera feito no mesmo dia que estiver consulta agendada na Hemoninas. Além disso,
faremos também uma solicitagcdo de radiografia da mao e punho, que devera ser feita em uma
clinica de raio X conveniada. Este exame, que € a radiografia da m&o e punho, chama-se |dade
Ossea e serve para ver o quanto a crianga ou adolescente ainda & capaz de crescer.

Para os exames bioquimicos e moleculares iremos coletar o sangue. O sangue coletado sera
utilizado para separar o material genético, o DNA, para analisar se vocé possui alfa-talassemia,
outra anemia hereditaria, ou se existem outras variagdes que possam explicar as diferengas nos
sintomas observados na anemia falciforme. Com outra parte do sangue iremos fazer exames
bioquimicos relacionados ao crescimento em laboratério especializado. Para participar desta
pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de consentimento. Vocé
nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Portanto, todos os exames
laboratoriais, radiografias, transporte, medicamentos ou qualquer necessidade surgida em
decorréncia do estudo serdo inteiramente gratuitos. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizag&o.

Vocé sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-

se. O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participacéo a
qualquer momento. A sua participag&o é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretaré qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que vocé é atendido(a) no Hemominas. O pesquisador ira
tratar a sua identidade com padroes profissionais de sigilo e confidencialidade. Vocé ndo sera
identificado em nenhuma publicag&o.

Os riscos que podemos citar nos procedimentos desta pesquisa séo: a coleta de sangue sera feita
por um profissional treinado da Fundacdo Hemominas, mas, em alguns casos pode acontecer um
hematoma (mancha de cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida que desaparecera
espontaneamente em poucos dias. Podera haver incémodo no momento da picada. Caso seja feita
uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra
podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

A radiografia da m&o e punho é um exame que expde a radiagdo uma area muito pequena do corpo,
sendo que 6rgdos sensiveis a radiagcdo e eventualmente expostos, como as génadas e a tireoide,
serao devidamente protegidos por vestimentas de chumbo.
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Em relac&o aos beneficios deste projeto podemos citar: diagnostico precoce de alguma alteragéo
nos exames permitem a tomada de medidas para possiveis complicagbes da anemia falciforme.
Sendo que, caso alguma alterac&o que possa ser tratada for identificada, iremos entrar em contato
com a equipe médica local para as devidas providéncias.

Os resultados dos exames e da radiografia de mao e punho serao anexados ao prontuario para que
o0 médico que o acompanha na Fundag&o Hemominas tenha acesso a e possa utiliza-los para alterar
ou nao a conduta no tratamento da anemia falciforme. De forma indireta estes resultados da
pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas, pois poderdo trazer conhecimentos para modificar o
tratamento da anemia falciforme.

Os resultados estardo a sua disposi¢do quando finalizado. Seu home ou o material que indique sua
participag@o n&o sera liberado sem a sua permisséo e do responsavel por vocé.

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 a vocé. Os dados e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e
apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores trataréo a sua identidade com padrées
profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude), utilizando as informacfes somente para os fins académicos e cientificos.

Declaracao de consentimento

Eu, .

portador (a) do documento de Identidade (se ja tiver documento), nascido

em [/ / com idade de anos, prontuario ;

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 duvidas.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, e o 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 duvidas.

, de de 20
Nome Assinatura do menor Data
Nome Assinatura pesquisador Data
3de3

Campo de rubrica do sujeito da pesquisa ou responsavel e do pesquisador



104

APENDICE 9 ~-TERMO DE CONSENTIMENTO (BIORREPOSITORIO)

‘ﬁlf Universioane Feperal bf Juiz e Fora

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO’ (TCLE’
(Biorrepositério)

(No caso do responsavel pelo menor)

O(a) menor , sob
sua responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa
“Avaliagdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos endédcrinos,
bioquimicos e moleculares” . Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario,
exames de laboratério e clinicos e radiografia da mao e punho de pessoas com anemia falciforme.

O objetivo dessa pesquisa & analisar o crescimento de pessoas com anemia falciforme e se existe
algum fator que explicaria a deficiéncia no crescimento se isto for verificado. Queremos também saber
como o remédio chamado hidroxiuréia afeta o crescimento quando & usado por algumas pessoas.

Para isto adotaremos os seguintes procedimentos: coletar dados do seu prontuario; fazer exame
clinico, realizar uma radiografia da m&o e do punho para verificarmos se seu crescimento esta de
acordo com sua idade. E coletar um pouco de sangue. O sangue coletado sera utilizado para separar
o material genético, o DNA, para analisar se vocé possui alfa-talassemia, outra anemia hereditaria, ou
se existem outras variacdes que possam explicar as diferencas na gravidade clinica observadas na
anemia falciforme. Com outra parte do sangue iremos fazer exames bioquimicos relacionados ao
crescimento em laboratorio especializado.

Para tanto, pedimos a sua autorizacéo para a coleta, o depoésito, o armazenamento, a utilizac&o e
descarte do material biologico retirado do sangue cujas utilizagdes estario vinculadas somente a esse
projeto de pesquisa. Eventualmente o material biologico do menor podera ser utilizado futuramente em
outro projeto de pesquisa, porém, neste caso, o(a) Sr(a) sera novamente contatado para dar
consentimento sobre esta utilizagao. O sangue coletado ficara armazenado congelado num freezer na
temperatura de -20°C e o material genético (DNA) sera guardado no freezer na temperatura de -80°C
por 5 anos no biorepositério. O(a) Sr(a) sera informado sobre o descarte deste material apos
finalizado o projeto e de como ele sera feito.

Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Portanto, todos os exames laboratoriais, medicamentos,
transporte ou qualquer necessidade surgida em decorréncia do estudo serdo inteiramente gratuitos]
Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, ele tem
assegurado o direito a indenizac&o.

O(a) menor sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou
recusar-se a participar. O(a) Sr(a), como responsavel pelo menor, podera retirar seu consentimento
ou interromper a participagdo dele a qualquer momento. A participagdo do menor € voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou meodificacdo na forma em que é
atendido(a) no Hemominas. O pesquisador ira tratar a identidade do menor com padrdes profissionais
de sigilo e confidencialidade. O menor naoc sera identificado em nenhuma publicacdo.

Os riscos que podemos citar nos procedimentos desta pesquisa sdo: a coleta de sangue sera feita por
um profissional treinado da Fundagdo Hemominas, mas, em alguns, casos pode acontecer um
hematoma (cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida, que desaparecera
espontaneamente em poucos dias. Podera haver incdbmodo no momento da picada no dedo. Caso seja
feita uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra
podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

Em relacado aos beneficios deste projeto podemos citar: diagnéstico precoce de alguma alterac&o nos
exames permite a tomada de medidas para possiveis complicacdes da anemia falciforme. Sendo que,
caso alguma alteragdo que possa ser tratada for identificada, iremos entrar em contato com a equipe
médica local para as devidas providéncias.

Os resultados dos exames e da radiografia de mé&o e punho serdo anexados ao prontuario para que o
médico que o acompanha o menor na Fundagdo Hemominas tenha acesso a e possa utiliza-los para
alterar ou ndo a conduta no tratamento da anemia falciforme. De forma indireta estes resultados da
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pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas, pois poderdo trazer conhecimentos para modificar o
tratamento da anemia falciforme.

Os resultados estardo a sua disposi¢do quando finalizada a pesquisa. O nome ou o material que
indique a participacao do menor nao sera liberado sem a sua permissdo. O (a) menor ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar.

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 (a) Sr(a).. Os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficarao arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco)
anos (quando for o caso podera ser 10 anos ) e apds esse tempo serao destruidos. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolugcdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saulde e suas
complementares), utilizando as informages somente para os fins académicos e cientificos.

Declaracdo de consentimento

Eu, .
portador(a) do documento de Identidade , responsavel pelo menor
, nascido em __ / / com idade de anos®, prontuario
, residente no endereco (Rua/Av) Ne.
complemento Bairro Cidade
(MG), fone de contato ( ) fui

informado(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar a decisao do
menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. Declaro que concordo com a
participacao 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 davidas.

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:

Comité de Etica em Comité de Etica em Pesquisadores Responsaveis em
Pesquisa/UFJF Pesquisa/Hemominas GOVERNADOR VALADARES:
Campus Universitario da UFJF Alameda Ezequiel Dias, 321 — Santa C'BE%E VELLOSO RODRIGUES
Pro-Reitoria de Pesquisa Efigénia — Belo Horizonte - Minas ~ SOMICIO A. DA COSTA JUNIOR

) g Endereco: Av. Dr. Raimundo
CEP: 36036-900 , Gerais. Monteiros Rezende, 330- Centro
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: CEP 30130-110 CEP: 35010-177 - Governador
cep.propesq@ufif edu.br Fone:(31) 3768-4587 Valadares/ MG -

Fone: (33) 991506745
E-mail: naorigen@ufijf edu.br

2de2
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)
(Anuéncia do participante da pesquisa, crian¢a, adolescente ou legaimente incapaz).

(Biorrepositério)

Vocé esta
sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa “Avaliacdao do
Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos endécrinos, bioquimicos e
moleculares”. Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario, exames de
laboratério e clinicos e radiografia da mao e punho em pessoas com anemia falciforme.

O objetivo dessa pesquisa € analisar o crescimento de pessoas com anemia falciforme e se existe
algum fator que explicaria a deficiéncia no crescimento se isto for verificado. Queremos também
saber como o remédio chamado hidroxiuréia afeta o crescimento quando é usado por algumas
pessoas.

Para isto adotaremos os seguintes procedimentos: coletar dados do seu prontuario; fazer exame
clinico, realizar uma radiografia da mao e do punho para verificarmos se seu crescimento esta de
acordo com sua idade. E coletar um pouco de sangue. O sangue coletado sera utilizado para
separar o material genético, o DNA, para analisar se vocé possui alfa-talassemia, uma outra
anemia hereditaria, ou se existem outras variagdes que possam explicar as diferencas nos
sintomas observados na anemia falciforme. Com outra parte do sangue iremos fazer exames
bioquimicos relacionados ao crescimento.

Para tanto, pedimos a sua autorizacao para a coleta, o depésito, o armazenamento, a utilizacéo e
descarte do material biolégico retirado do sangue cujas utilizacdes estardo vinculadas somente a
esse projeto de pesquisa. Eventualmente seu material bioldgico podera ser utilizado em outro
projeto de pesquisa, porém, neste caso, vocé sera novamente contatado para dar consentimento
sobre esta utilizagdo. O sangue coletado ficara armazenado congelado num freezer na
temperatura de -20°C e o material genético (DNA) sera guardado no freezer na temperatura de -
80°C por 5 anos no biorepositério. Seu responsavel sera informado sobre o descarte deste
material apés finalizado o projeto e de como ele sera feito.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Portanto, todos os exames laboratoriais, medicamentos, transporte ou qualquer necessidade
surgida em decorréncia do estudo serdo inteiramente gratuitos. 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 o consentimento de guarda e
utilizacao do material biolégico armazenado no Biorrepositério.

A sua participacao & voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que é atendido(a) pelo pesquisador que ira tratar a sua identidade com
sigilo. Vocé néo sera identificado em nenhuma publicacéo.

Os riscos que podemos citar nos procedimentos desta pesquisa sao: a coleta de sangue sera feita
por um profissional treinado da Fundagdo Hemominas, mas, em alguns casos pode acontecer um
hematoma (mancha de cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida. Podera haver
incdmodo no momento da picada, que desaparecera espontaneamente em poucos dias. Caso
seja feita uma coleta de sangue para exames referentes aoc acompanhamento clinico, esta mesma
amostra podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: diagnéstico precoce de alguma alteracéo
nos exames permite a tomada de medidas para possiveis complicagdes da anemia falciforme.
Sendo que, caso alguma alteracao que possa ser tratada for identificada, iremos entrar em contato
com a equipe médica local para as devidas providéncias.
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Os resultados dos exames e da radiografia de mao e punho serdo anexados ao prontuario para
que o médico que o acompanha na Fundacdo Hemominas tenha acesso e possa utiliza-los para
alterar ou nao a conduta no tratamento da anemia falciforme. De forma indireta estes resultados
da pesquisa poderao beneficiar outras pessoas, pois poderao trazer conhecimentos para modificar
o tratamento da anemia falciforme.

Os resultados estardo a sua disposicao quando finalizada a pesquisa. Seu nome ou o material
que indique sua participacao nao sera liberado sem a permissao do responsavel por vocé.

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 seu responsavel. Os dados, materiais e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos (quando for o caso podera ser 10 anos ) e apds esse tempo serdo
destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacao brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho
Nacional de Salde e suas complementares), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Declaracao de consentimento

Eu,
, portador(a) do documento de Identidade , hascido em
i com idade de anos*, prontuario
residente no endereco (Rua/Av)
Ne. complemento Bairro
Cidade
(MG), fone de contato ( ) fui informado(a) dos objetivos do presente

estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. E o meu responsavel podera
modificar a decisao de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel
Jja 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 dlvidas.

de de 20
Nome Assinatura do menor Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
Comité de Etica em Comité de Etica em Pesquisadores Responsaveis
Pesquisa/UFJF Pesquisa/Hemominas em GOVERNADOR
Campus Universitario da UFJF Alameda Ezequiel Dias, 321 - VALADARES:
Pré-Reitoria de Pesquisa Santa Efigénia — Belo Horizonte CIBELE V RODRIGUES
CEP: 36036-900 - Minas Gerais. DOMICIO A. DA COSTA
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: CEP 30130-110 JUNIOR

Endereg¢o: Av. Dr. Raimundo
Monteiros Rezende, 330- Centro
CEP: 35010-177 - Governador
Valadares/ MG -

Fone: (33) 991506745

E-mail: naorigen@ufjf.edu.br

cep.propesq@ufif.edu.br Fone:(31) 3768-4587

2de?2
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ANEXO 1 — GRAFICO DE VELOCIDADE DE CRESCIMENTO EM MENINOS
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: FUNDACAO
. Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares HEMOMINAS

Projeto de Pesquisa: Avaliacdo do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos. bioquimicos e moleculares

ANEXO 1 - GRAFICO DE VELOCIDADE DE CRESCIMENTO (MENINOS)
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TANNER, J. M_; DAVIES, P. S. W. Clinical longitudinal standards for height and height velocity for North American
children. The Journal of Pediatrics, 1985.
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ANEXO 2 - GRAFICO DE VELOCIDADE DE CRESCIMENTO EM MENINAS
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Projeto de Pesquisa: Avalia¢do do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcerinos, bioquimicos e moleculares

ANEXO 2 - GRAFICO DE VELOCIDADE DE CRESCIMENTO (MENINAS)
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ANEXO 3 - ESTAGIO PUBERAL DE TANNER EM MENINAS

Ay

HJNDA?AO
Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares HEMOMINAS
Projeto de Pesquisa: Avaliacao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos

enddcrinos, bioquimicos e moleculares

ANEXO 3 - ESTAGIO PUBERAL DE TANNER (MENINAS)
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MINISTERIO DA SAUDE. Saude integral de adolescentes e jovens : orientagées para a organizacao de
servigos de saude. 12 ed. Brasilia: Editora do Ministério da Saude, 2007.



ANEXO 4 - ESTAGIO PUBERAL DE TANNER EM MENINOS
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Projeto de Pesquisa: Avaliacao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos. bioquimicos e moleculares

ANEXO 4 - ESTAGIO PUBERAL DE TANNER (MENINOS)
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MINISTERIO DA SAUDE. Saude integral de adolescentes e jovens : orientagées para a organizagao de
servigos de saude. 12 ed. Brasilia: Editora do Ministério da Saude, 2007.

111



112

ANEXO 5 — SEMANAS DE GESTAGAO E PESO AO NASCER PARA DEFINIGAO
DE PIG

zygégziaﬂ )
- Universidode federal de Juiz de Fora - camp dor Valadares HE

Projeto de Pesquisa: Avaliagao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos, bioquimicos e moleculares

ANEXO 5 - SEMANAS DE GESTAGAO E PESO AO NASCER PARA DEFINIGAO DE PIG
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BATAGLUIA E LUBCHENCO, 1967

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE ATENGCAO A SAUDE. DEPARTAMENTO DE AGOES
PROGRAMATICAS E ESTRATEGICAS. Manual AIDPI Neonatal 5. ed. Brasilia: [s.n].
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ANEXO 6 — VALORES DE REFERENCIA PARA CALCULO DO ESCORE Z DO
IGF-1 E IGFBP-3

3
N. ilGeN o #E%
FUNDAGAO
an Universidade federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares HEMOMINAS

Projeto de Pesquisa: Avaliacao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos, bioquimicos e moleculares

ANEXO 6 — VALORES DE REFERENCIA PARA CALCULO DO ESCORE Z DO IGF1 E IGFBP3

CALCULO DO Z ESCORE:

(Medida do paciente — média do valor para idade e sexo dos normais) + Desvio Padrao (DP) do valor

para idade e sexo dos normais.

1. Referéncia para calculo do escore Z do IGF-1 na faixa etaria de 0 a 18 anos.

: Revisao dos Intervalos de Referéncia Pediatricos (ng/mL) para o IGF-l IMMULITE 2000/XPi .

Idade Sexo N Média Desvio Padrao _de intervalo
0-3 48" 44.0 42.53 <15.0- 129
4-6 39 96.0 42.51 22.0-208
7-9 54 132 38.23 40.1 - 255

10-11 Masculino 58 177 48.57 68.7 - 316

12-13 51 305 98.40 143 - 506

14-15 48 322 70.82 177 - 507

16-18 47 284 68.89 173 -414
0-3 56" 68.0 53.49 18.2-172
4-6 42 105 35.14 35.4 - 232
7-9 48 139 4243 56.9 - 277

10-11 Feminino 54 248 106.16 118 - 448

12-13 46 323 91.80 170 - 527

14-15 58 317 60.34 191 - 496

16-18 49 291 63.08 190 - 429

* Nota: Quando recalculando os intervalos, 3 amostras (2 masculinos e 1 feminino) foram remowidas do conjunto de dados onginais os
valores foram iguais a 0

2. Referéncia para calculo do escore Z do IGF-1 na faixa etaria de 20 a 90 anos.

Revisao dos Intervalos de Referéncia Adultos (ng/mL) para o IGF-I IMMULITE 2000/XPi IGF~

Idade N Média_ Desvio Padrao 95% de Intervalo
19-21 42 207 49.77 117 - 323
22-24 48 175 57.56 98.7 - 289
25-29 42 160 75.89 83.6 - 259
30-34 40 136 41.88 71.2 - 234
35-39 40 126 37.19 63.4 - 223
40-44 <40 122 34.77 58.2 - 2189
45-49 40 120 30.04 §3.3 - 215
50-54 41 108 33.26 48.1 - 209
55-59 43 108 34.74 44.7 - 210
60-64 43 112 30.72 43.0 - 220
65-69 74 110 46.93 40.2 - 225
70-79 69 92.0 41.44 35.1 - 216
80-90 57 94.1 62.58 30.6 - 208
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Projeto de Pesquisa: Avaliagao do Crescimento de Individuos com Anemia Falciforme: aspectos
enddcrinos, bioquimicos e moleculares

3. Referéncia para calculo do escore Z do IGF-1 para os estagios de Tanner:

: Revisao dos Intervalos de Referéncia para Estagios de Tanner (ng/mL) para o IGF-l do
IMMULITE 2000/XPi.

g?rt:g:;g. Sexo N | Média Desvio Padrao 95% de Intervalo
1 73 144 50.02 63.2-271
2 42 240 84.91 114 -411
3 Masculino | 49 298 75.91 166 - 510
- 46 290 71.91 170 - 456
5 39 257 67.84 161 - 384
1 42 186 103.91 71.4-394
2 40 288 85.58 122 -508
3 Feminino 52 329 74.52 164 - 545
4 50 319 72.36 174 - 480
5 51 274 69.56 169 - 400

FONTE: Trindade N.A. Notificacdo aos Cliente Usuarios dos Sistemas IMMULITE® IMC 18-03 (IMC 18-
03-0OUS ) Siemens Healthcare Diagnodsticos S.A.. Novembro/2017
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4. Referéncia para calculo do escore Z do IGFBP-3 de 1 a 17 anos.

enddcrinos, bioquimicos e moleculares

Meédia e desvio padrao (standard deviation — SD) para os niveis de IGFBP-3 (mcg/ml) em criancas
de 1 a 17 anos.

115

Kigé Boys Girls
(yr) n -2SD —1SD Mean 1SD 2SD n -2SD —-1SD Mean 1SD 2SD
1 10 0.05 0.65 1.25 1.85 245 10 0.27 0.92 1.57 2.22 2.87
2 12 0.34 1.04 1.74 244 3.14 11 0.46 1.23 2.00 2.77T 3.54
3 13 0.36 1.30 2.24 3.18 4.12 10 0.73 1.50 2.27 3.04 3.81
4 12 0.50 1.40 2.30 3.20 4.10 12 0.46 1.42 2.38 3.34 4.30
5 16 1.47 227 3.07 3.87 4.67 11 0.51 1.77 3.03 4.29 5.55
6 20 1.06 2.12 3.18 4.24 5.30 15 0.94 2.30 3.66 5.02 6.38
7 15 1.07 2.19 3.31 443 555 15 1.33 2.55 3.77 499 6.21
8 21 1.79 2.68 3.57 446 5.35 17 1.06 2.49 3.92 5.35 6.78
9 21 1.85 2.86 3.87 4.88 5.89 15 2.54 3.61 4.68 5.75 6.82
10 16 1.68 2.73 3.78 4.83 5.88 17 2.18 3.41 4.64 5.87 7.10
11 18 1.69 3.18 4.67 6.16 7.65 18 2.07 3.46 4.85 6.24 7.63
12 19 2.20 3.61 5.02 6.43 7.84 20 2.08 3.70 5.32 6.94 8.56
13 23 1.94 3.55 5.16 6.77 8.38 21 2.24 3.87 5.50 7.13 8.76
14 23 2.67 4.13 5.59 7.05 8.51 22 2.67 4.12 5.57 7.02 8.47
15 24 3.30 4.66 6.02 7.38 8.74 20 3.00 4.59 6.18 7.77 9.36
16 19 3.36 4.81 6.26 7.71 9.16 16 2.44 4.14 5.84 7.54 9.24
17 21 1.93 3.82 5.71 7.60 949 18 2.59 3.89 5.19 6.49 7.79

5. Referéncia para calculo do escore Z do IGFBP-3 de 18 a 34 anos.

Meédia e desvio padrdo (standard deviation — SD) para os

individuos de 18 a 34 anos.

niveis de IGFBP-3 (mcg/ml) em

Years n 2.5th 50th 95th  97.5th -2SD —1SD Mean 1SD 2SD DP
1824 57 3.20 5.46 7.58 7.72 2.86 4.09 5.32 6.55 T8 123
25-29 62 3.13 4.95 6.83 6.85 2.97 4.00 5.03 6.06 7.09
30-34 59 317 4.71 6.32 6.35 2.87 3.78 4.69 5.60 6.51
FONTE:

GUVEN, B. et al. Reference values for serum levels of insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and IGF-binding protein 3
(IGFBP-3) in the West Black Sea region of Turkey. Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory

Investigation, v. 73, n. 2, p. 135-140, 1 mar. 2013.
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ANEXO 7 — APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FUNDACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
HEMOMINAS

DECLARAGAO

Belo Horizonte, 21 de novembro de 2019.

Declaro que o projeto de pesquisa “Avaliagao do Crescimento de individuos com
Anemia Falciforme: aspectos endocrinos, bioquimicos e moleculares”, coordenado
pela pesquisadora Cibele Velloso Rodrigues, foi APROVADO em 22/05/2018 pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao Hemominas.

Daniel Gongalves Chaves

Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
Fund:s | 'amominas

Daniel Gongalves Chaves
Coordenagéao do Comité de Etica em Pesquisa

Fundagao Hemominas

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Alameda Ezequiel Dias. 321 — Santa Efigénia — Belo Horizonte - MG — CEP 30130-110
e-mail: cep@hemominas.mg.gov.br — Tel: 3768-4587



