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RESUMO

Anemia falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditdria amplamente distribuida,
resultante da mutagdo c.20A>T no gene HBB, que leva a alteragdo estrutural na beta-globina,
p.Glu7Val, formando a hemoglobina S (HbS). A polimerizacdo da HbS na AF provoca
hemolise intravascular, estresse oxidativo e respostas inflamatorias, culminando em vaso-
oclusao microvascular. Ha relatos na literatura de que polimorfismos na regido reguladora dos
genes da alfa-globina, como o rs11865131 dentro do gene NPRL3, modulam a expressao dos
genes HBA1/2 e anular o efeito da co-heranca de alfa-talassemia (alfa-tal) sobre parametros
hematologicos da AF. Os receptores ativados por proliferacao de peroxissomos (PPARs) sdao
fatores de transcricdo que regulam uma série de genes associados a inflamagdo, estresse
oxidativo, metabolismo hepatico e de 4acidos graxos e lipoproteinas, entre outras
funcionalidades. Este estudo investigou a associacao de polimorfismos nos genes de PPARs ¢
da variante regulatoria rs11865131 dos genes HBA1/2 com varidveis laboratoriais e clinicas
em individuos com AF, controlando os efeitos da terapia com hidroxiureia (HU) e a presenca
de alfa-tal. As genotipagens foram realizadas por qPCR com sondas TagMan® para os
polimorfismos em genes de PPARs e rs11865131 e gapPCR para alfa-tal delecional. Dados
laboratoriais e clinicos foram coletados de prontuarios médicos e analisados por testes
estatisticos apropriados considerando nivel de significancia 0,05. A pesquisa envolveu 110
individuos com AF nascidos entre 01/01/1998 e 31/12/2014 e acompanhados no Hemocentro
Regional de Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil. Dos participantes, 53,6% eram do
sexo masculino e 54,55% estavam em terapia com HU. Eventos clinicos no ano anterior
incluiram crises algicas em 48,1%, internagdes em 24,32% e transfusdes sanguineas em
31,65%. Na analise de polimorfismos de PPARs, a variante A-rs4253747 de PPARA foi
associada ao aumento de bilirrubina total, e a variante G-rs709158 de PPARG ao aumento de
lactato desidrogenase, sugerindo que estas variantes podem influenciar a gravidade da AF uma
vez que estdo associados a marcadores hemoliticos. A terapia com HU melhorou marcadores
da série vermelha e parametros lipidicos, reduzindo hemolise e inflamagdo. O impacto da
terapia com HU foi mais significativo para a alteracdo de parametros lipidicos quando os
individuos com AF portavam alelos especificos das variantes de PPAR. A co-heranga de alfa-
tal foi associada a reducao da hemoglobina corpuscular média (HCM), mas sem impacto
significativo nos parametros clinicos. A variante A-rs11865131, reguladora dos genes HBA1/2,
aumentou hemoglobina somente no grupo com co-heranga de alfa-tal sem afetar volume
corpuscular médio e HCM e ¢ fator de risco para marcadores de hemolise (bilirrubinas total e
indireta). Este estudo destaca que variantes nos genes PPAR e o SNP rs11865131, regulador
dos genes HBA1/2, afetam marcadores laboratoriais de gravidade na AF. A validacdo em
populacdes maiores € essencial para confirmar estes achados e sua reprodutibilidade e
associa¢ao a desfechos clinicos.

Palavras-chave: anemia falciforme, HBA, inflamacao, PPAR, alfa-talassemia, hidroxiuréia.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a widely distributed hereditary hemoglobinopathy resulting
from the ¢.20A>T mutation in the HBB gene, which leads to a structural alteration in beta-
globin, p.Glu7Val, forming hemoglobin S (HbS). The polymerization of HbS in SCA causes
intravascular hemolysis, oxidative stress and inflammatory responses, culminating in
microvascular vaso-occlusion. There are reports in the literature that polymorphisms in the
regulatory region of the alpha-globin genes, such as rs11865131 within the NPRL3 gene,
modulate the expression of the HBA1/2 genes and abrogate the effect of co-inheritance of alpha-
thalassemia (alpha-thal) on hematological parameters of SCA. Peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs) are transcription factors that regulate a series of genes associated
with inflammation, oxidative stress, hepatic metabolism and fatty acids and lipoproteins, among
other functions. This study investigated the association of polymorphisms in the PPAR genes
and the regulatory variant rs11865131 of the HBA1/2 genes with laboratory and clinical
variables in individuals with SCA, controlling for the effects of hydroxyurea (HU) therapy and
the presence of alpha-thal. Genotyping was performed by qPCR with TagMan® probes for
polymorphisms in PPAR genes and rs11865131 and gapPCR for deletional alpha-thal.
Laboratory and clinical data were collected from medical records and analyzed by appropriate
statistical tests considering a significance level of 0.05. The study involved 110 individuals with
SCA born between 01/01/1998 and 12/31/2014 and followed at the Regional Blood Center of
Governador Valadares, Minas Gerais, Brazil. Of the participants, 53.6% were male and 54.55%
were on HU therapy. Clinical events in the previous year included painful crises in 48.1%,
hospitalizations in 24.32% and blood transfusions in 31.65%. In the analysis of PPAR
polymorphisms, the A-rs4253747 variant of PPARA was associated with increased total
bilirubin, and the G-rs709158 variant of PPARG with increased lactate dehydrogenase,
suggesting that these variants may influence the severity of AF since they are associated with
hemolytic markers. HU therapy improved red blood cell markers and lipid parameters, reducing
hemolysis and inflammation. The impact of HU therapy was more significant for the change in
lipid parameters when individuals with AF carried specific alleles of the PPAR variants. Alpha-
thal co-inheritance was associated with reduced mean corpuscular hemoglobin (MCH), but
without significant impact on clinical parameters. The A-rs11865131 variant, which regulates
HBA1/2 genes, increased hemoglobin only in the group with alpha-thal co-inheritance without
affecting mean corpuscular volume and MCH, and is a risk factor for hemolysis markers (total
and indirect bilirubin). This study highlights that variants in the PPAR genes and the
rs11865131 SNP, which regulates HBA1/2 genes, affect laboratory markers of severity in SCA.
Validation in larger populations is essential to confirm these findings and their reproducibility
and association with clinical outcomes.

Keywords: sickle cell anemia, HBA, inflammation, PPAR, alpha-thalassemia, hydroxyurea.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Hé uma alta prevaléncia de doenca falciforme (DF) no mundo e no Brasil ¢ a doenga
genética mais comum, destacando-se a regiao nordeste, principalmente o Estado da Bahia por
acumular 24,02% (51% de AF) das hemoglobinopatias do Brasil (Brasil, 2021; Carvalho et al.,
2014). O Estado de Minas Gerais ocupa o segundo lugar em prevaléncia da doenca, acumulando
22,52% (72,38% de AF) das hemoglobinopatias do Brasil (Brasil, 2021). Em Governador
Valadares a prevaléncia ¢ 0,03% (Janudrio, 2002).

A DF compreende um grupo de hemoglobinopatias hereditarias decorrentes de
mutagdes estruturais no gene HBB codificador de globina beta (loco 11p15.4; MIM 141900)
(Amaral et al., 2015; Carvalho et al., 2014; Felix et al., 2010; Sabarense et al., 2015). A anemia
falciforme (AF), causada pela homozigose da mutacdao HbS (c.20A>T; p.Glu7Val), ¢ a forma
mais grave da DF. Essa mutacdo gera um defeito estrutural e conformacional na cadeia beta-
globina e acarreta a formagdo de hemoglobina S (HbS). A heterozigose do alelo HbS com o
alelo normal (HbAS) caracteriza o trago falciforme (AS), que apresenta poucas intercorréncias
clinicas (Azar; Wong, 2017).

A presenca de HbS nas hemacias, sob baixa tensdo de oxigénio leva a polimerizacao
das HbS levando a falcizagdo das hemacias, desencadeando intensa hemolise, disfungao
hemolise endotelial, fendmenos vaso-oclusivos e inflamatdrios. As manifestagoes clinicas mais
comuns sao anemia hemolitica, crises vaso-oclusivas, dactilite, hipofuncdo ou sequestro
esplénico e grande suscetibilidade as infecgdes. Manifestacdes de maior gravidade incluem a
sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular encefalico (AVE), problemas cognitivos nao
associados ao AVE, priapismo e comprometimento de varios 6rgaos, como os rins, pulmoes e
olhos (Aboderin et al., 2023).

O principal tratamento medicamentoso no Brasil ¢ a hidroxiureia (HU), a qual reduz
significativamente a incidéncia de hospitalizagdo, as crises de dor aguda, STA e a frequéncia
de transfusdo em pacientes com DF e pode fornecer uma alternativa a terapia de transfusdo
cronica em um subconjunto de pacientes com Doppler transcraniano (DTC) anormal e com
risco de AVE (Bernaudin et al., 2016; Charache et al., 2016). Outros beneficios reconhecidos
do tratamento com a HU s3o o aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF) e reducao da
contagem de neutrofilos. Além disso, HU ndo parece estar associada a efeitos adversos graves
e de risco de vida e pode ser eficaz na prevencao de primeiros AVCs para aqueles com risco

aumentado de AVC (Rankine-Mullings; Nevitt, 2022).
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A AF ¢ classificada em subfendtipos, sendo os dois principais o chamdo disfunc¢do
hemolise endotelial (HED) e de viscosidade e vaso oclusdo (VVO), um terceiro subfenotipo,
menos utilizado ¢ o dislipidémico (Aleluia et al., 2017). Devido a variagdo no grau desses
subfenotipos e a fatores modificadores genéticos € ambientais, as manifestagdes clinicas da DF
sdo substancialmente heterogéneas (Bender, 2017). Dentre os fatores genéticos que diretamente
reduzem o equilibrio das cadeias de alfa-globina, estdo os niveis de HbF e a co-heranga da alfa-
talassemia (alfa-tal) (MIM: 604131) (Habara, Steinberg, 2016; Hariharan et al., 2021). As
criangas costumam ser assintomaticas nos primeiros seis meses de vida em razao da protecao
oferecida pela diminui¢ao da falcizagdo das hemdcias proporcionada pela HbF, que representa
até 80% da Hb total nessa faixa etaria (Soares ef al., 2014). Nos meses subsequentes, a HbF vai
sendo substituida pela HbS e assim os sintomas clinicos se desenvolvem.

Entre os estudos que associam a co-heranca de alfa-tal com os subfenotipos indicadores
de gravidade clinica da AF ha ainda pouco consenso e os achados carecem de replicagdo nas
populagdes. Ha estudos que mostram efeitos protetores, em individuos com AF e co-heranga
de alfa-tal, principalmente na vasculopatia cerebral e no infarto isquémico (Belisario et al.,
2010b) e cerebral silencioso (Brewin et al., 2021), outras complicagdes relacionadas a vaso-
oclusdo (Belisario et al., 2010a; Brewin et al., 2021) ¢ melhora na sobrevida dos individuos
(Rumaney et al., 2014). Outros estudos associam a co-heranga de alfa-tal com o aumento da
frequéncia de dor (Darbari et al., 2012; Renoux et al., 2017). Portanto, outros fatores
moduladores genéticos epistaticos ou ambientais podem ser explicativos desses achados
conflitantes observados na co-heranca da alfa-tal na AF. Polimorfismos de nucleotideo tunico
(SNPs) localizados na regido controladora do /ocus dos genes de alfa-globina HS-40 / MCS-
R2 a montante dos genes HBA (16pl13.3) foram associados a modificacido dos efeitos
hematolégicos da alfa-tal e algumas complicagdes clinicas na AF (Raffield ef al., 2018).
Portanto, a investigacdo da interagdo entre a heranca de alfa-tal e polimorfismos regulatorios
dos genes HBA em condigdes de tratamento terapéutico com HU poderia fornecer suporte
adicional, refutar ou expandir os achados existentes para esclarecer os mecanismos
fisiopatologicos envolvidos na AF. Além disso, tais estudos poderiam contribuir para o
progndstico e o manejo dessa condigao.

A hipertensdo pulmonar (HP) ¢ relativamente comum em pacientes adultos com DF,
particularmente aqueles com AF. Os Receptores Ativados por Proliferacdo de Peroxissomos
(PPARs), fatores de transcrigdo regulados por ligantes, foram associados ao desenvolvimento
de HP em modelos animais. A estimulacdo do PPAR-y, uma das isoformas de PPAR, com

agonistas do tipo tiazolidionas atenuou a HP em modelos experimentais (Kim et al., 2010;
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Nisbet et al., 2010), enquanto a expressao reduzida de PPAR-y foi associada a patogénese da
HP (Guignabert et al., 2009; Hansmann et al., 2008). Tais evidéncias sugerem que PPAR-y
pode ser um alvo terapéutico para tratamento da HP na AF (Kang et al., 2017). As agdes
biologicas dos PPARs e eficacia como alvo terapéutico no tratamento da AF permanecem com
escassa investigacdo, limitados a HP em modelos animais. Variantes genéticas em genes de
PPAR podem modular a expressdo génica de diversos processos biologicos e influenciar a
gravidade de doencas cronicas. Como hé influéncia destes SNPs em outras doengas cronicas, €
possivel que os subfendtipos da AF, a hemolise e a inflamagdo, sejam também modificados
como visto com outros genes. Encontramos uma lacuna de estudos que envolvam associagao
entre as variantes génicas de PPARs ¢ as varidveis hematologicas, bioquimicas e clinicas em
individuos com AF, bem como o efeito desses SNPs na terapia com HU.

Uma de nossas hipoteses ¢ de que a variantes nos genes de PPARs modificam os
parametros hemoliticos, vaso-oclusivos, inflamatdrios, influenciando nos desfechos clinicos da
AF, visto que os PPARs regulam uma série de genes associados a estes mecanismos. A segunda
hipétese ¢ de que modificadores de expressao de genes HBA, que abolem os efeitos
hematoldgicos de alfa-tal, modulam eventos clinicos da AF. Deste modo, o conhecimento do
efeito destas variantes poderia identificar marcadores progndsticos para estratificacdo dos

riscos e direcionar condutas terapéuticas efetivas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Uma breve revisao da literatura sera apresentada a seguir, com os pontos fundamentais
para o entendimento da etiologia, epidemiologia, fisiopatologia, tratamento e as conexdes da

AF com PPARs e alfa-tal.

2.1 ETIOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditiria caracterizada pela
heranca do alelo S em homozigose, que constitui a forma mais comum e, geralmente, mais
grave das doencas falciformes (DF) (Rees, Brousse, Brewin, 2022).

A mutacao de transversao, nao sinonima no ¢xon 1 no gene HBB (loco 11p15.4; Omim
141900), que codifica a beta-globina, leva a formag¢do de uma hemoglobina (Hb) mutante,
denominada Hemoglobina S (HbS) (Ren et al.,2017). A HbS ¢é constituida de duas cadeias alfa-
globinas normais e duas cadeias beta-globinas que apresentam uma alteragao estrutural na qual
o residuo de aminoacido polar dcido glutamico (Glu) foi substituido por um residuo hidrofobico
de valina (Val) na posicao 7 da cadeia polipeptidica (c.20A>T; SNP rs334; p.Glu7Val) (Omim,
2022e; Weatherall, 2011).

A mutacdo leva a alteracdes na carga liquida da molécula de Hb (Roberts-Harewood,
2009), permitindo a formagao de interacdes intermoleculares estaveis (polimeros lineares dos
tetrameros de Hb) entre as cadeias de desoxihemoglobina S (Lux; John; Karnovsky, 1976;
Schechter, 2008). A modificagao ¢ orientada diretamente pelo residuo de valina substituido que
se liga a uma regido hidrofobica entre um residuo de fenilalanina e um residuo de leucina na
cadeia B globina vizinha (Azar; Wong, 2017).

A HDS esta em solugdo quando oxigenada, assim como a HbA. Entretanto, quando
desoxigenada, a HbA permanece soluvel, enquanto a HbS se polimeriza (Azar; Wong,
2017). Essa polimerizagao inicia a fisiopatologia da doenga por lesdo do eritrocito falciforme
(Steinberg et al., 2019). Também ocorre a diminui¢ao da capacidade da HbS fixar o oxigénio
(Azar; Wong, 2017; Ramos et al., 2015), assim como aumento da fragilidade das hemacias,
hemolise e obstru¢ao microvascular (Ren et al., 2017).

As hemacias passam por ciclos de oxigenacdo e desoxigenacdo, fazendo com que os
polimeros de HbS danifiquem repetidamente a membrana (Quinn, 2016) pelo aumento da
viscosidade citoplasmatica, induzido pelos vazamentos de cations através da membrana, o que

provoca desidratacdo e aumenta a expressao de moléculas de adesdo (Rees; Willians; Gladwin,
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2010). A desidratacdo das hemadcias ¢ importante para a polimerizagdo da HbS, levando a
formagao irreversivel de hemécias em forma de foice (Ellory, 2015), células adesivas e células
densas (Steinberg et al., 2019). Os co-transportadores de cloreto de potassio (KCC), presentes
na membrana da hemadcia, transportam os ions cloreto (CI°) e potassio (K") para fora da célula
juntamente com o efluxo de dgua, colaborando com o quadro de desidratacdo decorrente da
polimerizacdo da HbS (Ellory, 2015). Além disso, as alteracdes afetam os componentes
lipidicos e proteicos da membrana da hemadcia falciforme e alteram a interagao com leucocitos,
plaquetas e endotélio vascular (Azar; Wong, 2017). As células endoteliais sofrem alteragdes,
gerando regulagdo positiva de varias moléculas de adesdo, incluindo E-selectina, P-selectina e
molécula de adesdo de células vasculares-1 (VCAM-1) (Azar; Wong, 2017). Ha ativagdo dos
leucoécitos e plaquetas que entdo secretam varias citocinas € quimiocinas as quais promovem a
inflamacao e obstrucdo da vasculatura, prejudicando o endotélio. A hemolise cronica libera
grandes quantidades de hemoglobina livre, que se liga ao 6xido nitrico (NO), levando a
manifestagdes amplas que afetam a maioria dos 6rgdos vitais (Bender, 2017; Zhang et al.,

2016). A Figura 1 ilustra os principais mecanismos fisiopatologicos da AF.

Figura 1 - Principais mecanismos fisiopatologicos da doenga falciforme
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a formagdo de tactdides insoluveis, que resultam na distor¢do caracteristica da heméacia na forma
falciforme. Ocorrem vaso-oclusdo recorrente, isquemia e dano de reperfusdo. Estudos também
demonstraram aumento da expressdo de marcadores de ativagcdo de células endoteliais, plaquetas e
cascata de coagulagdo, gerando um cenario pro-inflamatério. A presenca de hemolise intravascular
também libera hemoglobina livre que é capaz de degradar o 6xido nitrico - um regulador chave da
reatividade e do tonus vascular normal.

Fonte: adaptado de Hay; Atoyebi, 2016.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A DF ¢ a doenga monogénica mais comum e amplamente distribuida no mundo
(Weatherall, 2011), com a prevaléncia global estimada de nascimento de individuos com AF
em 0,11%, ao passo que na regido africana, a prevaléncia de nascimentos com essa condi¢ao ¢
1,1% (Wastnedge et al., 2018). Acredita-se que a mutag¢do que leva a formagao de HbS tenha
surgido na Africa, como resultado da vantagem conferida aos individuos que possuiam apenas
o trago falcémico em relagdo a resisténcia a malaria (Mcgann, 2014; Tewari et al., 2015).

O alelo HbS pode ser encontrado em grande parte do mundo, entretanto, ¢ mais
frequente em regides de clima mais quente (Figura 2) (Tewari et al., 2015). A doenga se
espalhou no Brasil em decorréncia da imigragdo de negros africanos advindos do periodo
colonial de escravidao no pais (Silva et al., 2013), visto que a HbS ¢ mais frequente na
populacao africana. Dessa forma, a imigragao favoreceu a miscigenagao dos povos, o que levou
a dispersdo dos alelos causadores da DF, tornando-a a doenga hereditaria monogénica mais
comum do pais (Carvalho et al., 2014; Fernandes et al., 2010; Ramos et al., 2015; Rodrigues,
et al., 2012; Sankaran, et al., 2010).

Figura 2 - Mapa mundial das localizagdes da mutagdo da célula falciforme (HbS) e a
temperatura média anual (em °C).
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Este grupo de doencas cronicas apresenta desafios significativos para a satide publica
em algumas partes do mundo, especialmente no Brasil (Silva et al., 2013). O 1ultimo
levantamento realizado pelo Ministério da Satide (MS) sobre as frequéncias de
hemoglobinopatias no Brasil foi no ano de 2016 e identificou um total de 25.449 individuos
com algum tipo de hemoglobinopatia, destes, 61,94% (15.762 individuos) eram portadores de
anemia falciforme, seguido de 6.567 (25,80%) de individuos portadores de hemoglobinopatia
SC e 3.120 (12,26%) de outras hemoglobinopatias (Brasil, 2021). Entre 2014 e 2020, a média
anual de novos casos de criangas diagnosticadas com DF pelo Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN) foi de 1.087, e uma incidéncia de 3,78 a cada 10 mil nascidos vivos.
Atualmente, hd uma estimativa de 60 a 100 mil pacientes com DF no Brasil. De acordo com o
Sistema de Informagdes de Mortalidade do SUS, entre 2014 ¢ 2019, a maior parte dos pacientes
com DF que foram a 6bito no Pais faleceu entre 20 e 29 anos. O Brasil registra mais de um
obito de por dia em decorréncia da doenga e mantém uma média de um 6bito por semana em
criancas de 0 a 5 anos (Brasil, 2022a).

A distribuicao da DF, ndao ¢ homogénea no Brasil. A Regido Sudeste concentra a maior
parte dos individuos com hemoglobinopatias no pais (50,59% dos casos), seguida pelas Regides
Nordeste (34,43%), Norte (8,23%), Centro-Oeste (6,21%) e Sul (0,54%), sendo a Bahia, o
Distrito Federal e o Piaui as unidades federadas de maior prevaléncia da doenga (Brasil, 2022a).
Destacam-se os Estados da Bahia e Minas Gerais por acumularem 24,02% (51,00% de AF) e
22,52% (72,38% de AF), respectivamente, das hemoglobinopatias do Brasil (Brasil, 2021). No
municipio de Governador Valadares, Minas Gerais, observa-se prevaléncia de AF de 0,03% e
de trago falciforme de 3,136% (Januario, 2002).

O maior nimero de individuos portadores de AF possuem idade entre 15 e 39 anos,
como ilustrado na figura 3. Além disso, 51,60% das pessoas sdao do sexo feminino. Em relacdo
a raga/cor 42,36% dos registros ndo havia identificacao, 0,3% amarelo, 7,15% branco, 0,24%

indigena, 30,98% parda e 18,97% preta (Brasil, 2021).
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Figura 3 - Prevaléncia da anemia falciforme por faixa etaria no Brasil em 2016
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Fonte: Brasil, 2021

Em Minas Gerais, o Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD) iniciou a
triagem para deteccdo de hemoglobinopatias em 1998 (Felix et al., 2010). Em 2005, foi
instituida a Politica Nacional de Atengdo Integral as Pessoas com DF e outras
hemoglobinopatias, visando a organizacao da rede de assisténcia aos portadores. Todas essas
medidas tém como objetivo contribuir para a redu¢ao da morbimortalidade da DF (Martins et
al., 2010). Apds a inser¢do dessas politicas, os indices de mortalidade por AF t€ém decaido ao
longo das ultimas décadas, o que reflete o empenho do Estado pelo diagnostico precoce e pela
adogao de medidas preventivas ja a partir do periodo neonatal em criangas com predisposi¢ao
genética a AF (Ramos et al., 2015). A precocidade no diagnostico permite o acompanhamento
médico proporcionando mais chance de diminui¢do da morbimortalidade e transmissao

hereditaria (Carvalho et al., 2014).

2.3 FISIOPATOLOGIA E SUBFENOTIPOS DA ANEMIA FALCIFORME

Os sintomas clinicos e sistémicos na DF geralmente ndo sdo percebidos até a segunda
metade do primeiro ano de vida, quando os niveis de HbF ainda sao suficientes para limitar
uma falcizagdo clinicamente importante. Com o aumento da produgdo da HbS, iniciam-se os

sinais ¢ sintomas da doenga (Fernandes et al., 2010; Sankaran et al., 2010). As manifestacdes
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primarias da DF surgem de dois fendmenos principais decorrentes da falcizacdo, a anemia
hemolitica cronica e a crise aguda vaso-oclusiva (Habara; Steinberg, 2016; Kato; Gladwin;
Steinberg, 2007). Geralmente alta contagem de reticuldcitos, associada a baixos niveis de HbF
e de Hb medidos em bebés parecem ser marcadores seguros de um curso grave da doenga em
criangas. Entretanto, para a previsao individual, essas medidas ndo sdo suficientes para facilitar
decisdes de manejo especificas (Rees; Brousse; Brewin, 2022).

As manifestagdes clinicas mais comuns em criangas sao as crises algicas, a Sindrome
Toracica Aguda (STA), o sequestro esplénico agudo, a anemia aplastica aguda, as infeccdes e
o Acidente Vascular Cerebral (AVC) (Tarer et al., 2006). E conhecido que certas complicagdes
de DF podem derivar da vasculopatia associada a hemolise progressiva (Kato; Gladwin;
Steinberg, 2007) a processos inflamatorios (Abboud, 2020), incluindo a Hipertensdao Pulmonar
(HP), tlcera cutanea da perna, priapismo, AVC, STA e nefropatia (Abboud, 2020; Aboderin et
al., 2023; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007).

As manifestagdes clinicas da AF sdo substancialmente heterogéneas, o que levou a
classificagdo da doenca em subfenotipos. O primeiro subfenotipo ¢ determinado pelos
fendmenos vaso-oclusivos, conhecido como “viscosidade e vaso-oclusao” (VVO), um segundo
pela hemolise cronica, o subfenotipo de “disfuncdo hemolise endotelial” (HED) (Bender, 2017;
Kato; Gladwin; Steinberg, 2007; Quinn, 2016) e um terceiro identificado como “dislipidémico”
(Aleluia et al., 2017; Seixas et al., 2010; Shores et al., 2003). A Figura 4 mostra os trés

subfenotipos, as sobreposicdes € os marcadores principais de cada um.

Figura 4 - Subfendtipos da AF e principais marcadores
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Nota: Modelo de subfendtipos dislipidémicos, hemodlise e disfuncdo endotelial, vaso-
oclusdo/viscosidade associados a dados laboratoriais em AF. Legenda: @(grave), (mais leve), B
(grave), " (mais leve), -(grave), (mais leve). Os niveis de colesterol total (CT), lipoproteina de
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alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL) apresentam associagdo, sugerindo um
novo subfenotipo dislipidémico. A lactato desidrogenase (LDH) e a bilirrubina indireta (BI) sdo
importantes biomarcadores de subfenétipos de disfungdo hemolise endotelial. Hematdcerito (Ht),
hemacias (Hemac) e Volume Corpuscular Médio (VCM) estdo associados a delecdo —a 3,7 Kb
talassemia, refletindo o subfenotipo vaso-oclusivo/ viscosidade. No entanto, observamos que a
contagem de reticulocitos esta associada a hemolise e vaso-oclusdo. Hemoglobina Fetal (HDF),
metabolitos de NO (NOm) e contagem de monocitos apresentam influéncia entre todos os subfenotipos
propostos. Os parametros laboratoriais descritos exibem diversidade fenotipica peculiar que foi dificil
para separar o mecanismo fisiopatoldgico da AF.

Fonte: adaptado de Aleluia et al., 2017.

Ha sobreposi¢do entre os subfenotipos na AF. Embora um possa predominar em um
determinado conjunto de caracteristicas e complicagdes, ¢ possivel que o outro subfenotipo
também possa estar associado a algumas dessas propriedades (Ofori-Acquah, 2020). O Quadro
1 indica a relacdo destes subfenotipos com a HbF e a alfa-tal. J4 o Quadro 2 resume as principais
manifestagdes clinicas e caracteristicas laboratoriais decorrentes dos dois subfendtipos

principais da DF.

Quadro 1 - Subfenotipos da AF e principais caracteristicas com relacdo a HbF e alfa-tal

Subfenétipo Viscosidade-vaso-oclusao Disfunc¢iio hemolise endotelial
/Caracteristica
HbF Alta protegdo Menor protecdo
Co-heranca com Alfa-tal Auséncia associada ao Presenga ¢ protetora por reduzir HCM,
aumento de viscosidade densidade das hemacias e hemolise

Nota: HCM: hemoglobina corpuscular média; HbF: Hemoglobina fetal; Alfa-tal: alfa talassemia.
Fonte: modificado de Habara; Steinberg, 2016.

Quadro 2 - Marcadores e quadro clinico dos subfendtipos de disfungdo hemolise endotelial
(HED) e viscosidade/vaso-oclusao (VVO)

= Marcadores ..

g Reducio Aumento Qi

k= Hb Reticulécitos Priapismo AVC

4 Hematdcrito Bilirrubinas Anemia crénica Fadiga

S~ - . . - .- -

=8 Saturaciio de oxigénio Hb plasmatica livre Doenga pulmonar restritiva Ulceras cutaneas nas pernas
EE Arginase plasmatica Manifestagdes cardiovasculares (cardiomiopatia)  Crescimento e maturagio sexual tardios
= . .

= AST Nefropatia HP e sistémica

" . . . . . .

E3 LDH Manifestagdes gastrointestinais Vasculopatia progressiva
G Crise aplastica Retinopatia

a Colelitiase

2 Hemoglobina . . . .

@ HbF lati I Episodios de dor vaso-oclusiva Sequestro esplénico e infarto
i relativamente alta

s LDH relativamente baixa Leucécitos Sindrome toracica aguda Estado inflamatério crénico
9 ~

£9 Hematocrito Dactilite Infecgao

% Z Fatores prd coagulagio Infartos cerebrais silenciosos Episodios de dor aguda
'% VHS Osteonecrose AVC isquémicos

1

'§ PCR Lesao renal Lesao de reperfusao

Nota: HbF: Hemoglobina fetal; AST: Aspartato aminotransferase; LDH: Lactato Desidrogenase; PCR:
Proteina C reativa; VHS: Velocidade de hemossedimenta¢do; AVC: acidente vascular cerebral; HP:
hipertensao pulmonar.

Fonte: Bender, 2017; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007; Ofori-Acquah, 2020; Quinn, 2016; Steinberg e?
al., 2019; Switzer et al., 2006.
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2.3.1 Hemolise e Subfendtipo de disfuncio hemolise endotelial (HED)

A vida util de uma hemaécia falciforme pode ser reduzida de 120 dias para apenas dez,
em decorréncia dos altos niveis de hemolise ou como resultado da retirada das hemaécias
falciformes da circulacdo pelo sistema reticulo-endotelial (Kesse-Adu; Howard, 2013). A
hemolise que acompanha a DF pode ser classificada em dois tipos: intravascular e
extravascular, sendo que a lesdo da membrana eritrocitaria contribui para ambas (Azar; Wong,
2017). A hemolise extravascular acontece pela remog¢ao das hemécias danificadas da circulagao
por macrofagos esplénicos e teciduais e mondcitos (Kato; Gladwin; Steinberg, 2007).
Diferentemente, a hemolise intravascular leva ao excesso de hemoglobina e de heme
extracelulares, que nao podem ser completamente neutralizados pela haptoglobina e pela
hemopexina, respectivamente (Kato; Steinberg; Gladwin, 2017). Isso desencadeia o consumo
da hemopexina e da haptoglobina, bem como a libera¢do de arginase livre no plasma levando
a deplecdo de NO, que por sua vez, provoca dano endotelial, estresse oxidativo, ativagao
plaquetaria e inflamacao (Steinberg et al., 2019).

O NO ¢ produzido pelas células do revestimento vascular (endoteliais), com a ajuda da
enzima NO sintase 3 ou endotelial (NOS3) (Miranda et al., 2015). O NO se liga a guanilato
ciclase soluvel, que converte Guanosina Trifosfato (GTP) em Monofosfato ciclico de
Guanosina (GMPc) no musculo vascular liso, causando relaxamento e vasodilatagdao importante
na manutencao do ténus vasomotor (Switzer et al., 2006).

A HbD plasmatica liberada de hemaécias falciformes, destruidas por via intravascular,
rapidamente inativa o NO, formando nitrato ¢ metahemoglobina. Adicionalmente, na DF, o
grupo heme e o ferro heminico catalisam a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO
— espécies reativas do oxigénio ou ROS do inglés reactive oxygen species), que também
consomem NO, gerando um estado de biodisponibilidade endotelial reduzida de NO. Essa baixa
biodisponibilidade de NO prejudica algumas de suas fungdes, como a inibi¢do de ativagdo e
agregacao de plaquetas e a repressdo transcricional de moléculas de adesdo celular, VCAM-1,
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), P-selectina e E-selectina (Kato; Gladwin;
Steinberg, 2007; Morris et al., 2005; Rees; Willians; Gladwin, 2010). Somado a estes eventos,
a ruptura das hemdcias também libera a enzima arginase, que hidrolisa a L-arginina, o substrato
para produgdo de NO, fornecendo outro mecanismo para a deficiéncia de NO endotelial (Gilli

et al., 2016; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007; Morris et al., 2005).
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A metabolizacdo do heme acontece pela heme oxigenase-1 (HO-1) degradando-o a
ferro, monodxido de carbono e biliverdina (Waza et al., 2018). A biliverdina, apds ac¢do da
biliverdina redutase (BVR), forma a bilirrubina, que ¢ transportado ligado a albumina,
formando a Bilirrubina Indireta (BI), que sofre a agao da UDP glucuronil-transferase, no figado,
resultando na Bilirrubina Direta (BD) ou conjugada, um composto mais polar e hidrossoluvel
(Martelli, 2012; Ryter; Alam; Choi, 2006). A bilirrubina ¢, portanto, um marcador de hemolise
na AF (Rodrigues et al., 2012) e é um produto de degradacao do heme da hemoglobina
extremamente toxico para os sistemas bioldgicos e, em especial, para o sistema nervoso
(Campistol et al., 2012).

Todo esse processo de hemolise cria um quadro clinico de anemia de grau moderado a
grave (Jadhav et al., 2016; Awoda et al., 2017; Teixeira et al., 2017), denominado subfendtipo
de disfuncao hemolise endotelial (HED), que estd associado a marcadores de hemolise e a um

quadro clinico caracteristico, resumidos no quadro 2.

2.3.2 Vaso-oclusao e Subfenétipo viscosidade/vaso-oclusdo (VVO)

As hemacias falciformes danificam os vasos sanguineos o que promove o
desenvolvimento dos componentes vaso-oclusivos e hemoliticos da doenca (Steinberg et al.,
2019). As hemacias falcizadas passam a apresentar enrijecimento, alteragdo de proteinas da
membrana e aumento da expressao de moléculas de adesdao. Essas moléculas de adesao estdo
mais presentes em reticulocitos, tornando-os protagonistas do processo de vaso-oclusao
(Sankaran et al., 2010). Consequentemente, ocorre adesdo das hemadcias e reticuldcitos ao
endotélio, desencadeamento de um fendmeno inflamatdrio, ativagdo da coagulagdo, hipdxia,
isquemia e infarto local, causando danos e dor (Sankaran et al., 2010; Steinberg, 2008). A
falcizacdo in vivo € precipitada por infec¢ao, hipoxia, desidratagcdo, excesso de esforco e
exposicao ao frio. Outros fatores como a desidratacdo de células vermelhas, pH, adesdo de
moléculas, NO, plaquetas e leucocitos também desempenham um papel na vaso-oclusdo (Alexy
et al., 2010; Roberts-Harewood, 2009).

A microcirculagao ¢ afetada pelo aumento da viscosidade do sangue e pela reducao da
deformabilidade das hemacias que elevam a resisténcia vascular pulmonar levando a agregagao
das hemaécias (Renoux et al., 2017), ocultando a circulagdo microvascular, produzindo isquemia
ou infarto de tecido e danos endoteliais (Steinberg, 2008). Adicionalmente, as hemacias

falcizadas se tornam mais aderentes e realizam ligagdes entre elas, com hemacias nao
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falcizadas, com células nucleadas e com o endotélio vascular, gerando a vaso-oclusdo (Stuart;
Nagel, 2004).

O endotélio na AF, de fato, € anormalmente ativado. A célula endotelial na AF exibe
mais moléculas de adesao (entre elas a molécula de adesao celular vascular 1, do inglés vascular
cell adhesion molecule 1 - VCAM-1 e selectinas), maior produ¢do de mediadores inflamatoérios,
bem como de ativadores celulares (por exemplo, interleucina 6 — IL-6, proteina quimioatraente
de mondcitos-1, do inglés monocyte chemoattractant protein-1 - MCP-1, fator ativador de
plaquetas, do inglés platelet activating fator - PAF). Além disso, a célula falciforme adquire
um fenotipo procoagulante pela diminui¢do da trombomodulina e do inibidor da via do fator
tecidual, além do fator tecidual aumentado, que inicia a cascata da coagulagdo, liberando
multimeros de fator de von Willebrand (FVW) que participam da hemostasia primaria (Hebbel;
Osarogiagbon; Kaul, 2004; Zago; Pinto, 2007). Este quadro observado em individuos com DF
indica o estado inflamatério cronico que estd presente, evidenciado por elevagdo cronica da
leucometria, ativagdo anormal de granulécitos e mondcitos (Switzer et al., 2006), aumento de
proteina C reativa (PCR) e da velocidade de hemossedimentacao (VHS) (Azar; Wong, 2017;
Rees; Gibson, 2011). A vaso-oclusdao provoca lesdo de reperfusao e inflamacgao (Steinberg et
al.,2019). Portanto, a DF também ¢é reconhecida pela presenca de inflamagao cronica e estresse
oxidativo, que desempenham papéis cruciais no desenvolvimento de uma série de complicagdes
e vasculopatia cronicas (Nader; Romana; Connes, 2020).

Todo esse mecanismo vaso-oclusivo cria o denominado subfendtipo de
viscosidade/vaso-oclusao (VVO), que estd associado a uma série de marcadores € a um quadro

clinico caracteristico, resumidos no quadro 2.

2.3.2.1 Inflamagdo Asséptica na AF

Os principais mecanismos de inflamacdo na AF estdo ligados a adesdo de hema4cias,
granuldcitos, monocitos e plaquetas ao endotélio vascular que geram citocinas e alteragdes no
metabolismo de NO (Kutlar, 2005; Zago; Pinto, 2007). Além disso, uma série de mediadores
inflamatorios e reagentes de fase aguda estdo aumentados na DF, e estes estdo listados no
quadro 3. O proprio processo de vaso-oclusdo, independentemente da causa imediata, causa

isquemia de tecido e lesdes, que certamente incitam a inflamagao (Hebbel; Osarogiagbon; Kaul,

2004; Toledo et al., 2019).
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Quadro 3 - Mediadores inflamatdrios, eventos e reagentes de fase aguda elevados na Doenga
Falciforme

G-CSF VEGF Haptoglobina Interacdo falciforme-endotélio
TNF-a TGF- B Complexo TAT Ativacdo de plaquetas
IFN-y GM-CSF Fibrinogénio Fosfolipase A2 secretora
IL-1B PAI-1 Soroamiloide Exposicdo a PS

IL-2 HETE-12 Trombina Geragao de trombina

1L-4 FvW Leucotrieno E4 Receptor IL-2 soltivel

1L-6 TF Homocisteina Secregdo de peroxinitrito

1L-8 THBS Endotoxina Alfa-2 macroglobulina
1L-17 PG E2 Imunoglobulina Ativagdo da fibrinolise

TSP PGI12 Microvesiculas VCAM-1 soluvel

PCR MPs Endotelina-1 Aumento ¢ ativacao de leucécitos
PEGF D-Di Leucotrieno B4 Fragmento de protrombina 1 + 2 (F1+2)
NETs PAF Complexo PAP P-selectina soluvel

Nota: PCR: proteina C reativa; CSF: fator estimulante das colonias; HETE-12: acido 12-
hidroxieicosatetraendico; IL: interleucina; IFN: interferon; PG: prostaglandina; TNF: fator de necrose
tecidual; TGF-B: fator transformador de crescimento beta; TSP: trombospondina; VCAM: molécula de
adesdo de célula vascular; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; FvW: fator de von
Willebrand; PAF: Fator ativador de plaqueta; PEGF: Fator de crescimento placentario; NETs:
Armadilhas extracelulares neutrofilicas; THBS: Trombospondina; TF: fator tecidual; PS:
fosfatidilserina; MPs: Microparticulas; PAI-1: Inibidor do ativador de plasminogénio-1; D-Di: D-
Dimero; TAT: Complexo trombina-antitrombina; PAP: Complexo plasmina-antiplasmina.

Fonte: adaptado de Hebbel; Osarogiagbon; Kaul, 2004; Toledo et al., 2019.

A inter-relagdo dos sistemas hemostatico e inflamatorio pode ser resumida como um
ciclo, em que as células falciformes favorecem o estresse oxidativo, a hemolise e a vaso-oclusao
promovendo a ativacdo do endotélio vascular concomitantemente com a inflamacao. Esse
processo  desencadeia a ativagdo da  coagulacdo induzindo a exposicdo de
fosfatidilserina, expressdo fator tecidual e aumento de marcadores inflamatdrios,
impulsionando o estado de hipercoagulabilidade. A ativacdo da coagulacio estabelece um ciclo
de retorno positivo que contribui para a inflamagao, a ativagdo endotelial, a vaso-oclusdo ¢ a

hemolise, através dos receptores ativados por proteases (Toledo et al., 2019).

2.3.2.2 Complicagoes neurologicas

As complicagdes neuroldgicas mais graves da DF, consequentes do subfenotipo de
vaso-oclusdo, incluem: infarto cerebral isquémico, infartos cerebrais silenciosos, hemorragia
cerebral, anormalidades do fluxo cerebral, incluindo a doenga de Moyamoya e doenga
microvascular cerebral (Bernaudin ez al., 2011). O AVC representa alta morbimortalidade em

individuos com DF, especialmente na AF (Bhattacharya et al., 2021).
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Os infartos cerebrais silenciosos em individuos com AF ocorrem em 39% aos 18 anos
e em mais de 50% aos 30 anos (Kassim et al., 2016). O AVC foi a terceira causa de morte
(11,74%) em criancas acompanhadas em uma coorte pediatrica no Rio de Janeiro (Lobo et al.,
2018). Em individuos com AF os infartos cerebrais silenciosos estdo associados a déficits
cognitivos, desempenho académico prejudicado e Quociente de Inteligéncia (QI) mais baixo e
0os AVCs evidentes apresentam-se como alteragdo do nivel de consciéncia, fraqueza, afasia,
convulsoes, disartria, déficits sensoriais, paresia ou cefaleia (Brandow; Liem, 2022).

Criangas acometidas pela AF possuem risco 300 vezes maior de apresentar Doenga
Cerebrovascular (DCV), fazendo da AF a causa mais comum de ocorréncia de DCV na infancia
(Hoppe et al., 2007). A DCV parece ser devido a vasculopatia envolvendo grandes artérias
cerebrais na AF o que acarretaria a estenose (figura 5). Em certo ponto do processo, a estenose
grave torna-se detectavel por meio de ultrassonografia com Doppler transcraniano (DTC) ou
angiografia (Platt, 2005). A triagem do DTC e a terapia transfusional cronica, quando o DTC
¢ anormal, continuam sendo intervengdes muito eficazes para prevenir o AVC (Bhattacharya et
al.,2021). A determinagdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas grandes artérias do
Poligono de Willis ¢ executada por meio da ultrassonografia transcraniana, com a utilizagao do
Doppler pulsado de 2 MHz, com sonda acustica infantil (Companion III; VIASYS/Nicolet ou
SONARA/tek). O protocolo baseado nos critérios sugeridos pelos pesquisadores do estudo -
Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia (STOP) ¢é utilizado para classificacdo (Adams et
al., 1998). Os resultados dos testes do DTC sao estratificados de acordo com a classificagao
proposta pelo estudo STOP (Adams et al., 1998). A frequéncia de AVC e velocidades anormais
do DTC podem ser influenciadas pela variabilidade genética e acesso ao diagnodstico, visto que
sdo muito variadas em todo o mundo (Bhattacharya et al., 2021).

No Brasil indica-se a triagem com DTC em todas as criangas com DF e idade entre dois
e 16 anos. Em criangas com AF ha um risco elevado de desenvolvimento de DCV quando a
velocidade na artéria carotida interna ou cerebral média, detectado pelo DTC, ¢ > 200 c¢cm por
segundo (cm/s) (Silva et al., 2011). O resultado deve ser confirmado por dois outros exames
com intervalo de uma a quatro semanas. Se a crianca for confirmada como de alto risco para
desenvolvimento de AVC, ela ¢ encaminhada para tratamento preventivo primario do evento,
com regime de transfusdes sanguineas regulares (manuten¢ao da HbS < 50%) (Brasil, 2013). A
triagem de risco de DCV pelo DTC tem algumas limitagdes reconhecidas, o que torna
necessario encontrar outros métodos de analise de risco de DCV (Belisario et al., 2014). Para
individuos com DTC anormal, ou aqueles que ja sofreram um primeiro AVC as transfusdes

cronicas de sangue sdo recomendadas por pelo menos um ano em criangas com DTC anormal
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antes de considerar a mudanga para HU (Bhattacharya et al., 2021). Estudos que compararam
a HU e a transfusdo sanguinea mostraram que a utilizacdo do medicamento parece ser tao eficaz
quanto a transfusao na preven¢do de AVC em criangas com AF e velocidades anormais do DTC
que receberam pelo menos um ano de terapia transfusional e nao t€ém evidéncia de vasculopatia.
Entretanto, para prevencdo de AVC em criangas com AF que ja tiveram um primeiro episddio,

a HU pode nao ser tao eficaz quanto a terapia transfusional (Nevitt; Jones; Howard, 2017).

Figura 5 - Vasculopatia cerebral na Anemia Falciforme
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cisalhamento da parede), aumenta a produg@o de ET1, adesdo e moléculas inflamatorias que promove a
coagulagdo. A) A polimerizacdo da hemoglobina falciforme (HbS) causa hemolise. Hemolise
extravascular: a fagocitose € promovida por a) exposicdo da membrana a fosfatidilserina e b) ligacao de
anticorpos a proteinas de membrana oxidadas. Hemolise intravascular: Liberacdo do contetdo
eritrocitario no plasma. O NO ¢ eliminado pela Hb, e o substrato L-arginina da NOS ¢ esgotado
pela arginase 1 e a NOS ¢ inibida pela ADMA. A remodelacdo vascular e a vasoconstri¢do surgem como
resultado da deplecdo de NO pelas EROs. A deficiéncia de NO promove a ativagdo plaquetéria e
proteina de coagulagdo do sangue. B) O sistema imunologico inato ¢ ativado pelo heme. Citocinas
inflamatdrias sdo liberadas de macréfagos e monocitos. As plaquetas ativadas aderem aos neutréfilos e
promovem a formagao de NETs. C) As células endoteliais que expressam selectina P ¢ E ligam-se aos
neutrofilos. Adesivo as células falciformes e as plaquetas ativadas ligam-se a neutrofilos circulantes ou
ligados ao endotélio e formam agregados.

Abreviaturas: proteina de transporte de anions AEI1-Band 3; BCAM: molécula de adesdo celular
basal; ET1: Endotelina 1; Hb: Hemoglobina; HMGB1: proteina B1 do grupo de alta mobilidade; ICAM-
1: Molécula de Adesdo Intercelular 1; IL: Interleucina; IL-1B: Interleucina 1 beta; IL-6: Interleucina
6; LDH: lactato desidrogenase; LPS: Lipopolissacarideo; NETs: Armadilhas extracelulares de
neutroéfilos; NO: 6xido nitrico; NOS: 6xido nitrico sintase; PGF: fator de crescimento de placenta; ERO:
espécies reativas de oxigénio; TLR2-Toll: receptor do tipo 2; TLR4-Toll: receptor do tipo 4; TNF: Fator
de necrose tumoral; VCAM-1: Proteina de adesdo celular vascular 1; VEGFR-1: Receptor 1 do fator de
crescimento endotelial vascular.

Fonte: adaptado de Bhattacharya et al., 2021.

2.3.3 Dislipidemia e Subfenotipo Dislipidémico

Pesquisadores tém identificado alteragdes significativas no perfil lipidico de pacientes
com AF e, por isso, foi proposto um terceiro subfendtipo, o dislipidémico (Aleluia et al., 2017,
Seixas et al., 2010; Shores et al., 2003). Niveis diminuidos de colesterol total, lipoproteina de
alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), niveis aumentados de
triglicerideos (TG) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) sdo encontrados em
algumas populagoes de individuos com DF (Adegoke et al., 2016; Akinlade et al., 2014; Aleluia
et al.,2017; Cruz et al., 2021; Ephraim et al., 2016; Seixas et al., 2010; Teixeira et al., 2019;
Teixeira et al., 2017; Valente-Frossard et al., 2020; Zorca et al., 2010). A dislipidemia,
caracterizada por hipocolesterolemia e hipertriglicidemia, foi associada ao agravamento de
desfechos clinicos na AF em alguns estudos, sugerindo que os niveis dos lipidios refletem nos
eventos inflamatdrios e de injuria vascular (Dantas; Lopes; Ladeia, 2022). No entanto, a
fisiopatologia e a interacao clinica dos trés subfenotipos e como eles agravam a AF nao esta
completamente esclarecida. Além disso, vale ressaltar que variantes genéticas associadas aos
niveis lipidicos podem ser a causa primaria da dislipidemia e interferir no progndstico da DF

quando co-herdadas.
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2.4 TRATAMENTOS DA ANEMIA FALCIFORME

As principais opgoes de tratamento para a AF sdo: profilaxia contra infecgdo, tratamento
medicamentoso com HU, transfusdo de sangue, analgesia e transplante de células-tronco
hematopoiéticas (Vichinsky, 2002; Brasil, 2018).

Desde a publicagdo de seu estudo de referéncia em 1995, a HU continua a representar
um pilar da terapia modificadora da DF (Bhattacharya et al., 2021; Brandow; Liem, 2022), o
farmaco licenciado mais utilizado para o tratamento da DF. Antes do inicio do uso, os potenciais
riscos de utilizacdo e a eficacia na redugdo das complica¢des agudas da doenca devem ser
apresentados aos individuos com DF e suas familias para que possam tomar uma decisdo sobre
seu uso. Além disso, todos os individuos tratados com HU devem permanecer em
acompanhamento de longo prazo (Nevitt; Jones; Howard, 2017). O uso da HU foi aprovado em
1998 pelo FDA (do inglés Food and Drug Administration) para adultos com intuito de reduzir
a frequéncia de crises dolorosas. Em 2017, a HU foi liberada também para criangas a partir de
dois anos para reduzir a frequéncia de crises dolorosas e necessidade de transfusdes de sangue
(Brandow; Liem, 2022). Os médicos também ja podem considerar o uso da HU em criangas
pequenas, baseados nos diversos beneficios, como menos hospitalizagdo, episodios iniciais e
recorrentes de dor, STA e dactilite, identificados pelo estudo BABY HUG. Esse foi um estudo
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, que avaliou o tratamento de criangas de 9 a
18 meses com HU (Thornburg et al., 2012).

O papel desempenhado pela HU em pacientes de baixa renda pode ser destacado, visto
que o acesso as transfusdes de sangue ndo estd prontamente disponivel para prevencao primaria
e secundaria de AVC, o que reduz as taxas de AVC entre criangas com DTC anormal
(Bhattacharya et al., 2021). A HU tem como mecanismo de acdo o aumento da HbF via
supressao temporaria da hematopoiese e eritropoiese de estresse (Brandow; Liem, 2022), por
bloqueio da ribonucleotideo redutase com inibi¢ao da producgdo do 4cido desoxirribonucleico
(DNA), mantendo as células na fase S do ciclo (Cangado et al., 2009; Charage et al., 1995;
Holick; Tian; Allen, 1995; Wang et al., 2002), o que leva a diminui¢ao da inflamacao através
de reducdo nos leucdcitos e plaquetas (Matte et al., 2019). A HU também gera diminuigao da
expressao da molécula de adesdo e aumento da producido de NO (Brandow; Liem, 2022; Matte
etal., 2019).

Em estudos de revisdo, os autores concluiram que o tratamento com a HU leva ao

aumento dos niveis de HbF e redugao da contagem de neutrofilos, além de reduzir a frequéncia
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de crises de dor e outras complica¢des agudas em adultos e criancas com AF, quando esta
terapia ¢ comparada com outros tratamentos, seja placebo, transfusdo, quelagdo ou terapias
combinadas. Além disso, a HU ndo parece estar associada a efeitos adversos graves e com risco
de vida e pode ser eficaz na prevencao de primeiros AVCs e outros eventos neuroldgicos com
risco de vida, para aqueles com risco aumentado de AVC, mantendo as velocidades do DTC
(Nevitt; Jones; Howard, 2017; Rankine-Mullings; Nevitt, 2022; Tshilolo et al., 2019). Apesar
de tantos estudos, ainda ndo ha evidéncias suficientes sobre os beneficios a longo prazo da HU,
e especialmente na prevengdo de complicagdes cronicas da DF. Também ndo ha indicios
suficientes sobre os riscos a longo prazo da HU, como por exemplo os efeitos na fertilidade e
na reproducdo (Nevitt; Jones; Howard, 2017). H4 fortes indicativos de que inumeros /oci
podem possivelmente modular variagdes nos niveis HbF apds terapia com HU. SNPs, como os
presentes no gene BCLI1A poderiam afetar as alteragdes de HbF em resposta a terapia com
HU, o que poderia ajudar a explicar a variabilidade de resposta a HU entre as pessoas com AF
(Sales et al., 2022).

No Brasil, o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da DF indica aos profissionais
de satide quais os tratamentos de diversos sintomas como a dor, STA, febre, crise aplastica,
“crise de sequestragdo esplénica”, colecistite, obstrucdo do ducto biliar, ulcera de perna,
osteonecrose e priapismo, além de conter informagdes sobre a conduta profissional quando ha
gestacdo entre as portadoras da AF, vacinagdo e outras informagdes importantes, como
indicacao do uso de HU. Esse protocolo possui também inumeras informagdes relevantes sobre
o uso da HU, como os beneficios esperados e efeitos adversos, cuidados e precaugdes,
monitorizagdo laboratorial, esquema de utilizagao e tempo de tratamento (Brasil, 2018).

A indicagdo da HU no Brasil leva em consideracao além da idade do paciente maior ou
igual a 2 anos (ou a partit de 9 meses, em situacdes especiais de risco de morbimortalidade da
DF), a ocorréncia de ao menos uma complicagdo presente em uma lista (como por exemplo,
alteracdo neurologica devida a AVE; DCV associada a DF; duas ou mais crises vaso oclusivas
graves, englobando STA, ou mais de um caso de priapismo no ultimo ano; presenga de mais
de dois anticorpos em pacientes sob hipertransfusdo ou um anticorpo de alta frequéncia;
osteonecrose em mais de uma articulacao). Além desses critérios, os individuos a partir de 9
meses, necessitam de pelo menos mais uma das seguintes complicac¢des: dactilite (no primeiro
ano de vida); concentragdo de Hb menor que 7 g/dL (média de 3 valores fora de evento agudo);
ou contagem de leucocitos maior que 20.000/mm3 (média de 3 valores fora de evento agudo)
(Brasil, 2018). Recentemente, a HU foi incorporada a rede publica de satde na apresentagao de

100mg (antes era disponivel apenas na forma de capsula de 500 mg). Essa inclusdo podera
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beneficiar os pacientes pedidtricos, facilitando a diluicdo do medicamento nas quantidades
necessarias de acordo com o peso da crianga (Brasil, 2024).

Outro medicamento ja utilizado no Brasil, desde junho de 2022, em individuos maiores
de 16 anos, para o tratamento da DF ¢ o crizanlizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado
que reduz em até 45% as crises de dor vasooclusivas. Atua se ligando a P-selectina com alta
afinidade e bloqueia as interagcdes com seus ligantes. Este medicamento impede as interagdes
multicelulares adesivas mediadas pela P-selectina, que sao um fator essencial na patogénese
das crises de vasooclusao (Brasil, 2020).

O monitoramento do horizonte tecnolégico (Brasil, 2022b), divulgou em setembro de
2022 as terapias para o tratamento de DF. O quadro 4, extraido deste documento, contempla
essas terapias para a DF e as autorizacdes por agéncias regulatorias, inclusive no Brasil. Apesar
de outros medicamentos existirem para o tratamento da DF, a terapia com HU continua sendo
a principal utilizada e a mais eficaz até o momento (National Heart, Lung, And Blood Institute,

2014).

Quadro 4 - Terapias em avaliagdo para o tratamento da doenga falciforme

L-glutamina Aminoacido Nao Sim Nao

Crizanlizumabe (SEG101) Anticorpo monoclonal Sim Sim Sim

Inibidor da polimerizacao

Voxelotor de hemoglobina-S Nao Sim Sim

bb1111 (lovotibeglogene Terapia genica

autotemcel)
CTX001 Terapia génica

Sem registro nas agencias
Etavopivat Ativador da PKR regulatorias avaliadas
Inclacumabe Anticorpo monoclonal
Mitapivat Ativador da PKR

Nota: Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria; FDA: United States Food and Drug
Administration; EMA: European Medicines Agency; PKR: piruvato quinase eritrocitaria.
Fonte: Brasil, 2022b
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2.5 MODIFICADORES DA ANEMIA FALCIFORME

Embora a AF seja uma doenga monogénica, decorrente de uma unica mutagao que leva
a producao de HbS, a extensa diversidade de dados hematoldgicos e manifestagdes clinicas ¢
sugestiva da presen¢a de moduladores fenotipicos adicionais (Habara; Steinberg, 2016). Outros
fatores genéticos e ambientais também parecem contribuir para modular a gravidade desta
anemia hemolitica e gerar a ampla diversidade clinica e hematoldgica observada na AF
(Habara; Steinberg, 2016; Tewari et al., 2015).

Em relagdo aos fatores ndo genéticos que podem modificar a gravidade da AF destacam-
se: infeccdo, clima (temperatura, velocidade do vento, umidade, entre outros fatores
climaticos), qualidade do ar (niveis de NO, mondxido de carbono e outros poluentes
atmosféricos), altitude, atividade fisica, fatores socioecondmicos, acesso a saude, deficiéncias
de saneamento bésico, entre outras condigdes (Piel; Steinberg; Rees, 2017; Rees; Brousse;
Brewin, 2022; Sankaran et al., 2010; Tewari et al., 2015).

Além disso, os efeitos aditivos e epistaticos de outros genes podem modular o risco ¢ a
gravidade do fenotipo clinico da AF. A contribuicao dos fatores genéticos tem sido amplamente
estudada na tentativa de explicar parte da variabilidade fenotipica clinica e laboratorial
observada nas vérias formas da AF (Smith; Orkin, 2016). Nimero crescente de estudos
genotipo-fendtipo como os de genes candidatos e de associacdo ampla do genoma (GWAS, do
inglés “Genome-wide association study’) t€m sido publicados (Chaturvedi et al., 2017; Liu et
al., 2016). Os estudos de GWAS identificaram varios locos génicos, porém estes, em geral,
explicariam apenas parte da variagdo fenotipica da AF (Fertrin; Costa, 2010). Tais estudos de
GWAS apresentam limitagdes pelo numero de casos da AF que ¢ rara em muitas populagoes,
auséncia de coortes com fenotipos clinicos bem definidos para estudos de associacdo e
replicacdo dos achados, quantidade insuficiente de pessoas com sinais clinicos raros para
comparar com controles e predominancia de alguns fendtipos por faixa etaria (infartos vaso-
oclusivos predominam em criangas e tlcera de perna se agrava com a idade) (Habara; Steinberg,
2016).

Dentre os modificadores genéticos da AF mais bem estudados se destacam os niveis de
HbF e a co-heranca de alfa-tal (MIM141850/141800) (Habara; Steinberg, 2016; Steinberg;
Sebastiani, 2012; Thein et al., 2009). Geralmente, os individuos que tém niveis mais altos de
HbF tendem a ter um curso clinico relativamente leve, porque esta reduz a tendéncia de

polimerizacao da HbS dentro da hemacia (Akinsheye et al., 2011; Higgs; Wood, 2008a). Além
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da HDF inibir a polimerizacdo da HbS, serve como poderoso agente de redugdo de falcizagao

(Sankaran et al., 2010; Summarell; Sheehan, 2016).

2.5.1 Hemoglobina fetal como modificadora da anemia falciforme

Individuos com AF possuem niveis mais elevados de HbF, variando de trés a 25%, com
uma meédia de 7%. A principio, acreditava-se que o estresse eritropoiético cronico da DF,
estimularia a eritropoiese € producao de células F, resultando em uma elevagao geral de HbF
(Stamatoyannopoulos et al., 1985). No entanto, a distribui¢do de HbF ¢ heterogénea nas
hemacias, sendo que aquelas com niveis mais altos de HbF terdo uma vantagem de
sobrevivéncia, o que aumenta ainda mais o nivel de HbF (Rees; Brousse; Brewin, 2022). A HbF
tem o efeito benéfico mais notavel sobre episoddios dolorosos agudos e sindrome toracica aguda,
que sdo resultados da vasooclusdo falciforme. J4 complicagdes como priapismo, nefropatia e
vasculopatia falciforme estdo associados a hemolise, de modo que a HbF tem um efeito
benéfico menos 6bvio, talvez porque apenas um pequeno numero de hemadcias falciformes
lisados seja necessario para desencadear esses subfenotipos (Reiter ef al., 2002). Portanto, deve-
se levar em consideragdo o fato de que em pacientes com doenga mais grave, as taxas mais altas
de hemolise selecionam células F, o que eleva os niveis gerais de HbF. Isso indica que os niveis
de HbF precisam ser interpretados com cautela, em conjunto com outras informagdes, como
concentracdo de hemoglobina total e contagem de reticuldcitos (Rees; Brousse; Brewin, 2022).

Os estudos de replicacdo dos achados GWAS confirmaram que SNPs em loci génicos
(BCL11A, HBSIL-MYB, HBG2 ¢ Xmnl-HBF?2) estdo significativamente associados com os
niveis de HbF e explicam uma variacao fenotipica entre 10-50% da varia¢do de HbF em adultos.
Estas variantes sao individualmente apenas fracamente associadas a sequelas clinicas (Rees;
Brousse; Brewin, 2022). Alguns destes SNPs também possuem poder preditivo para crises de
dor (Lettre et al., 2018; Menzel et al., 2007). Validagao funcional do loco BCL11A4 foi realizada
e confirmou este como um regulador critico de HbF (Orkin, 2016). Sales e colaboradores (2020)
identificaram que os SNPs rs4671393 em BCL11A4, 1s9399137 em HMIP-24 e 1s4895441 em
HMIP-2B estao independentemente associados aos niveis de HbF em criangas com AF. Neste
mesmo estudo, foi identificado que os portadores do alelo variante rs4671393 de BCLI1A4
apresentam menor risco de incidéncia de transfusdo e os portadores do alelo de referéncia para
rs4671393 apresentaram menor risco de infecgdes. Além disso, mostraram que os portadores
de alelos menos frequentes para 159399137 e 159402686 em HMIP-24 ¢ HMIP-2B,

respectivamente, apresentaram menor risco de STA (Sales et al., 2020). Os conhecimentos
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gerados dos estudos de GWAS e funcionais envolvendo os marcadores que afetam os niveis de
HbF sao indicados como promissores para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

da DF (Basak; Sankaran, 2016; Lettre; Bauer, 2016).

2.5.2 Haplotipos de beta-globina como modificadores da anemia falciforme

Existem ainda cinco haploétipos do agrupamento cromossdmico de beta-globina que
foram associados aos niveis de HbF e a gravidade clinica da AF. Eles sdo nomeados de acordo
com as regides geograficas onde eles t€ém a maior frequéncia: CAR ou Bantu (Republica
Centro-Africana), BEN ou Benin (Africa Ocidental), SEN ou Senegal (Africa Ocidental), CAM
de Camardes, (Africa Ocidental) ¢ ARAB (Asia, India ¢ a Peninsula de arabe), além de
haploétipos atipicos (Labie et al., 1985; Makani et al., 2013).

Individuos que possuem os haplotipos SEM e SAUDI apresentam niveis elevados de
HbF, podendo apresentar manifestacdes clinicas mais leves. Os individuos que herdam o
haplétipo CAR apresentam niveis mais baixos de HbF, podendo apresentar manifestagdes
clinicas mais graves. E aqueles que carregam o haplotipo BEN expressam niveis intermediarios
de HbF, podendo apresentar manifestagdes clinicas intermediarias (Camilo-Aratjo et al.,
2014). No entanto, em geral estas associagdes sdo bastante controversas entre os estudos
(Serjeant; Vichinsky, 2018). Para Rees, Brousse ¢ Brewin (2022) ha pouca evidéncia para
sugerir que os haplotipos fornecem mais informagdes do que medir o nivel da HbF, visto que a
maioria dos estudos que associaram esses haplotipos a gravidade da AF nao possuia o desenho

confiavel e tinham falta de controle da estrutura populacional.

2.5.3 Alfa talassemia como modificadora da anemia falciforme

Os diferentes tipos de Hb humana sao formados por combinagdes de cadeias globinicas
que sao sintetizadas de acordo com o periodo de desenvolvimento do individuo. Os genes das
globinas estdo organizados em agrupamentos alfa-globina e beta-globina em dois cromossomos
autossomicos. Esses agrupamentos sao compostos pelos genes HBD (11p15.4 142000), HBB
(11p15.4 141900), HBGI1 (11pl15.4 142200), HBG2 (11pl15.4 142250), HBEI (11pl5.4
142100) e pelos genes HBAI (16p13.3 141800), HBA2 (16p13.3), HBZ (16p13.3 142310),
HBM (16p13.3 609639), HBQI (16p13.3 142240) localizados nos cromossomos 11 e 16
respectivamente (Figura 6) (Sankaran; Orkin, 2013; Schechter, 2008).
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Figura 6 - Esquema do agrupamento dos genes da alfa-globina, localizados no cromossomo 16
e do agrupamento dos genes da beta-globina, localizado no cromossomo 11
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Nota: Genes do agrupamento da alfa (a)-globina, localizado no cromossomo 16 (fita do DNA em azul
no sentido 5°- 3"), composto pelos genes 6 (HBZ) e u (HBM) além dos pseudogenes o ¢ ya, gene al
(HBA1), a2 (HBA2),01 (HBQI). Genes do agrupamento da beta (3)-globina, localizado no cromossomo
11 (fita de DNA em verde no sentido 5°- 3"), composto pelos genes € (HBE), yG (HBG1) e YA (HBG2),
pseudogene beta (yp), gene & (HBD) ¢ 3 (HBB).

Fonte: adaptado de Schechter, 2008

Duas cadeias alfa-globina e duas cadeias beta-globinas constituem a HbA1, que ¢ a Hb
mais comum no individuo adulto, compondo 97% do total das Hb. As cadeias alfa-globinas
combinadas com cadeias delta-globinas constituem a HbA2, que juntamente com a Hb fetal
(HbF) completam os 3% remanescentes de Hb do adulto (Sankaran; Orkin, 2013). H4 um

controle temporal de expressao das cadeias globinicas, ilustrado na figura 7.
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Figura 7 - Representagdo grafica da expressao temporal e local dos genes das cadeias globinas
nas fases embrionaria, fetal e adulta
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Expressio temporal e da localizagdo de Hemoglobinas nas diferentes fases da vida em seres humanos. Até o
terceiro trimestre de gravidez sdo produzidas as cadeias épsilon globina (g) e zeta globina (£). que se associam
formando a Hemoglobma Gower 1 (€2{2). Também no inicio do terceiro trimestre inicia-se a producio da
globina alfa (o), que se associa a globina épsilon (e) formando a hemoglobina Gower 2 (£2a2). E ainda no
periodo embrionério ha a produgio de Hemoglobina Portland, que é uma associacdo das cadeias zeta () e gama
(v) (€2y2). A hemoglobina fetal comeca a ser produzida ja no final do terceiro trimestre e permanece em pequena
quantidade ao longo da vida do individuo, é formada pela combinacido das cadeias globinicas gama A ou G (YA
ou yG) e alfa (a) (yAZ2a2 e yG202). Ja no final do terceiro trimestre comeca a producdo da B globma, que
substitui a gama (y) globina apés o nascimento, se associando a alfa globina formando a hemoglobma principal
do adulto, a hemoglobma Al. Imcia-se a partir do sexto més de gestacdo a producio de delta (6) globma, que
associada a globina alfa (o) formando a hemoglobina A2 que tem baixa producio ao longo da vida do individuo.

Fonte: adaptado de Schechter, 2008

Os defeitos moleculares nas regides reguladoras ou codificantes dos genes humanos
HBA2, HBAI, HBB ou HBD podem minimizar ou reduzir drasticamente a expressao dos
mesmos, levando a alfa (o), beta (B) ou delta (6)-talassemia (a-tal, B-tal, d-tal), respectivamente
(Giardine et al., 2014).

O segundo principal modificador de fenotipo clinico na AF ¢ a expressdo dos genes de
alfa-globina (HBA1/HBA2) (Liu et al., 2016). Juntamente com a AF, a coexisténcia de mutagdes
delecionais nos genes de alfa-globina, que levam a alfa-tal, uma anemia hipocromica
microcitica, estdo presentes em um terco dos pacientes de origem africana (Rumaney et al.,
2014; Steinberg; Embury, 1986), bem como na populacio brasileira (Aleluia et al., 2017;
Belisario et al., 2010a; Domingos et al., 2014; Lemos; Guerreiro, 2010). A delecdo de 3.7 Kb
(alelo o*>"%®) que leva a um gene hibrido entre HBAI e HBA2 é a mais frequente entre os
individuos com ancestralidade africana. As formas de alfa-tal comumente encontradas entre os

individuos com AF sdo as que envolvem uma delecdo com a presenc¢a de um Unico gene HBA
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hibrido num dos cromossomos, o—/ao também denominado heterozigoto o+-tal, o-tal
silenciosa, ou talassemia 2 e aquelas em que o individuo tem o genotipo o—/0—, conhecido como
a+-tal homozigotica ou trago talassémico pela heranga das delecdes de ambos os genitores
(Serjeant; Vichinsky, 2018).

Os efeitos benéficos da a-talassemia sdo atribuidos a redu¢do da concentragdo de
hemoglobina em cada eritrécito, medida pela menor concentragdo média de hemoglobina
corpuscular (MCHC), o que diminui a tendéncia da hemoglobina S (HbS) de polimerizar,
resultando em melhor deformabilidade das hemacias, redugao das taxas de hemolise e aumento
dos valores totais de hemoglobina. Porém ha pouca influéncia sobre os niveis de HbF
(Belisario; Viana, 2011; Embury et al.,1984; Hatzlhofer et al, 2021).

Outro efeito proposto para a reducao de cadeias alfa-globinas e que poderia influenciar
o curso da DF ¢ a eliminacao de NO e promogao da vasodilatagdo (Denton et al., 2021). O
efeito protetor do trago alfa-tal no desenvolvimento das complicacdes na AF foi sugerido ser
devido ao efeito da alfa-globina no sistema vascular por meio de sua capacidade de regular a
difusdo do NO do endotélio para as células musculares lisas da parede vascular, além de seus
efeitos conhecidos sobre as hemacias (Romana et al., 2021).

A alfa-tal tem efeitos aparentemente paradoxais sobre as manifestagdes clinicas da AF
(Nagel; Steinberg, 2001), uma vez que em homozigotos alfa-tal ha um aumento do nivel de Hb
e maior viscosidade que pode comprometer o fluxo sanguineo nos grandes vasos. Portanto, o
mecanismo de alfa-tal deve ser distinguido entre a deficiéncia do fluxo capilar daquela em vasos
maiores (Serjeant; Vichinsky, 2018).

Entre os estudos que associam a co-heranca de alfa-tal com os subfendtipos indicadores
de gravidade clinica da AF ha ainda pouco consenso e os achados carecem de replicagdo nas
populagdes. Ha evidéncias de que a co-heranga da alfa-tal atenue alguns dos sintomas da DF
relacionados a disfuncdo hemdlise endotelial tais como tulcera de perna, priapismo e
vasculopatia cerebral (Belisario et al., 2010b; Hatzlhofer et al., 2021; Joly et al., 2016; Pecker,
et al., 2017), infarto cerebral silencioso (Brewin et al., 2021), complicagdes renais (Brewin et
al., 2022), bem como melhora na sobrevida dos individuos com AF (Rumaney et al., 2014)
embora este aspecto nao foi confirmado em outros estudos (Brewin et al., 2022). Por outro lado,
estudos tém mostrado que a presenca de alfa-tal ¢ um fator agravante para as complicagdes do
subfenotipo de vaso-oclusdo tais como osteonecrose (Ballas et al., 1989), sindrome toracica
aguda (Pandey et al., 2011) e crises de dor (Darbari et al., 2012; Renoux et al., 2017).

Alguns estudos, indicam que parte da heterogeneidade fenotipica da AF relacionada a

alfa-tal poderia ser explicada por variantes nos elementos reguladores do agrupamento de genes
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HBA1/2, que podem regular positiva ou negativamente a expressao génica (Milton; Shaikho;
Steinberg, 2019; Steinberg et al., 2019).

A regulacao de longo alcance da expressdao dos genes do grupamento alfa-globina ¢
controlada por elementos especificos situados 30-70 kb a montante desses genes e dentro do
gene NPRL3 (Receptor de Peptideo Natriurético de Proteinas tipo 3, do inglés - Natriuretic
Peptide Receptor Like 3 protein). Esses elementos incluem os promotores dos genes (- e a-
globina e quatro elementos de Sequéncia Conservada Multiespécies (MCS-R1 a 4) também
conhecidos como Elemento Regulador Principal (MRE). As regides mais conservadas nos
elementos MCS correspondem as sequéncias de ligacdo a fatores de transcricio (GATAL,
GATA2, SCL, NF-E2 entre outros fatores) que desempenham um papel importante na rede
transcricional eritroide (Higgs; Wood, 2008b). O elemento MCS-R2, que fica 40 kb a montante
do locus da a-globina, corresponde a um DHS chamada hipersensivel-40 (HS-40), e ¢ capaz de
aumentar a expressdo da a-globina (Alimohammadi-Bidhendi et al., 2021; Higgs; Wood,
2008b) em ao menos 10% (Capasso et al., 2023). MCS-R1, 3 e 4 (com ou sem MCS-R2)
desempenham papel no recrutamento da maquinaria transcricional basal e MCS-R2 ¢
importante para o recrutamento de Polimerase I no promotor. Dele¢des nos elementos MCS sao
apontadas como fator causal de pelo menos 14 tipos de alfa-tal. A delecao de MCS-R2 por si
so ¢ suficiente para regular negativamente a expressdo de a-globina para menos de 5% do
normal (Higgs; Wood, 2008b).

Uma das variantes moduladoras de expressao dos genes HBA ¢ a rs11865131
(NC_000016.10:2.113668G>A, CM000678.2:2.113668G>A — GRCh38) situada dentro do
intron 5 do gene NRPL3 que sobrepde o elemento MCS-R2 (Hay et al., 2016) e apresenta sitio
de ligagdo a alguns fatores de transcri¢ao (Figura 8) (Ensembl, 2022¢; Ghazi et al., 2020). Tanto
0 SNP rs11865131 como o rs1248850, ambos localizados na regiao MCS-R2 no intron do gene
NPRL3, foram associados com maiores indices de volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), menor nimero de hemacias e amplitude de distribui¢do das hemacias (Red Cell
Distribution Width - RDW). Estes SNPs quase que exclusivamente restringem a portadores de
alfa-tal com a delegdo a>7%" da populacio afro-americana e em pacientes com DF que possuem

risco de AVC (Raffield et al., 2018).
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Figura 8 - Regido gendmica abrangendo os genes NPRL3 que contém a variante rs11865131e
sequéncias conservadas multi-espécies (MCS R1-4), genes HBAI/HBA?2 e a regido de delecao
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Fonte: adaptado de Raffield et al., 2018

O alelo A- rs11865131 parece estar associado a parametros laboratoriais e clinicos
sugerindo aumento da expressdo de HBA 1/HBA? e foi sugerido como um modificador do efeito,

também modificador, de alfa-tal na AF (Raffield et al., 2018).

2.5.4 Outros modificadores da anemia falciforme

Os genes que modulam os niveis de HbF, a coexisténcia de alfa-tal e os haplotipos do
gene HBB sao insuficientes para explicar a heterogeneidade clinica e laboratorial observadas
na AF (Steinberg; Sebastiani, 2012). Portanto, genes modificadores que alteram a resposta
inflamatoria, a adesdo celular, a coagulagdo e a vasorregulagdo podem significativamente afetar
a fisiopatologia da doenca. Fatores genéticos independentes que afetam o metabolismo do NO
e o transporte de ferro, também poderiam influenciar a expressao do fendtipo da doenca. Além
disso, danos em orgaos especificos tais como AVC, doenca renal, HP, complicagdes
cardiovasculares e a sensibilidade a dor sdo influenciados por modificadores genéticos (Driscoll
et al., 2003; Serjeant; Vichinsky, 2018; Steinberg, 2009). Por isso, ha hipotese de que outros
fatores moduladores epistaticos genéticos ou ambientais podem ser explicativos dessas

variagoes observadas na co-existéncia da alfa-tal na AF (Raffield ef al., 2018).

2.6 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERACAO DE PEROXISSOMOS (PPAR)

Os receptores ativados por proliferagdo de peroxissomos (PPAR do inglés peroxisome
proliferator-activated receptor), funcionam como fatores de transcrigao ativados por ligantes.

Compdem a superfamilia de receptores nucleares com trés isoformas, PPAR-a, PPAR-y e
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PPAR-B/3, codificadas por genes separados (PPARA, PPARG e PPARD, respectivamente), com
funcdes e sitios de expressdo distintos (Berger; Moller, 2002; Chen; Yang, 2014). Os PPARs
ligam-se como heterodimeros em um receptor X retindide e, apds um agonista de ligagdo,
interagem como cofatores de modo que a taxa de iniciagdo da transcri¢ao ¢ aumentada (Berger;
Moller, 2002).

Os PPARs funcionam dentro dos nucleos celulares para controlar a homeostase, o
metabolismo e o desenvolvimento do organismo (Chen; Yang, 2014). Estes desempenham
papéis importantes em um amplo espectro de processos biolodgicos, incluindo proliferagao e
diferenciagdo celular, sinalizagdo de acidos graxos e eicosandides, formagao Ossea, reparo e
remodelagdo de tecidos, sensibilidade a insulina e, em particular, metabolismo de glicose e
lipidios (Duszka et al., 2020). As figuras 9 e 10 resumem as principais atividades e interagdes

com AMPK dos PPARs, respectivamente.

Figura 9 - Ativagdo e principais fun¢des de receptores ativados por proliferadores de
peroxissomas (PPARs) em diferentes tecidos
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Macrifagos = 42 - Redugdo da inflamacio. dumm 2020; Wagner et al., 2010.

Nota: Os PPARs compartilham acidos graxos como ligantes comuns, elemento de resposta ao
proliferador de peroxissomo (PPRE) como seu sitio de ligacdo aos genes alvo e receptores de retindide
X (RXR) como seu parceiro heterodimero. Cada PPAR mostra padrdes distintos de expressdo e
funcdo. O papel dominante do PPAR-a est4 ligado ao ajuste metabolico no figado e no tecido adiposo
marrom (BAT). O PPAR-B/5 esta principalmente associado ao metabolismo do musculo e do tecido
adiposo branco (WAT), bem como ao desenvolvimento de 6rgdos. O PPAR-y ¢ um regulador mestre da
adipogénese e manutencdo do WAT e desempenha um importante papel anti-inflamatorio. No entanto,
este desenho representa uma visdo esquematica e simplificada de mecanismos muito mais complexos.
PPAR: receptores ativados por proliferadores de peroxissomas; PPRE: elemento de resposta ao
proliferador de peroxissomo; RXR: receptores de retindide X; BAT: tecido adiposo marrom; WAT:
tecido adiposo branco.

Fonte: adaptado de Duszka et al., 2020; Wagner et al., 2010.
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O fator de transcricdo denominado Nrf-2 (fator nuclear eritroide-2) ¢ o principal
regulador da resposta citoprotetora celular a heme, ferro e estresse oxidativo (Singh et al.,
2010), como os relacionados aos sistemas antioxidantes glutationa e superoxido dismutase
(Zhang et al., 2013). Nrf-2 também pode ativar a produgdo de HbF em células hematopoiéticas
humanas (Macari; Lowrey, 2011). Por isto, Nrf2 tem sido considerado um importante alvo
terapéutico para drogas que possam beneficiar o tratamento da DF (Belcher et al., 2017). O
Nrf-2 tem sua via regulada pelos PPAR-y e as interagdes entre as vias de sinalizacdo PPAR-y-
Nrf-2 podem modular a expressao de diversos genes envolvidos na reducdo do estresse

oxidativo e na resolucao da inflamagao (Cai et al., 2018).

Figura 10 - Interacdes entre AMPK e PPARs
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Nota: Os resultados especificos do tecido da interagdo entre PPARs e proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMP) (AMPK). O PPARy interage com a AMPK em vérios tecidos,
incluindo vasos sanguineos, tecido adiposo branco, pancreas, musculo, coragado e figado, levando a um
aumento do metabolismo, bem como a redugdo do estresse oxidativo e da inflamagdo. O PPARa, em
cooperagao com a AMPK, afeta o metabolismo no figado, bem como reduz a inflamacao e a apoptose
nos vasos sanguineos, enquanto o PPAR /6 com AMPK afeta o desempenho muscular.

Fonte: adaptado de Duszka et al., 2020.
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Todas as isoformas de PPARs ativados inibem a atividade do NF- «B, levando a
supressao da inflamagdao, como ilustrado na figura 11. Os PPARs tém a capacidade de

transrepressao e regulacdo da expressao de genes inflamatorios e pro-inflamatorios. Um dos
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mecanismos € por meio da interagdo com a subunidade p65 do NF- kB (Kytikova et al., 2020).
No citosol das células hd a presenga de uma forma inativa de NF- x B, que estd associada
a proteina inibidora de NF- x B (I ¥ B). A ativagdo do NF- x B ocorre estimulada por dano ao
DNA, estresse oxidativo e estimulos pré-inflamatorios, além disso, ¢ controlada pelos
receptores de fator de necrose tumoral (TNFR), de interleucina-1 (IL-1R) e TLRs. Outras vias,
como a do I4 x B quinase (IKK), promove a degradagdo de I « B e a liberacdo de NF- x B
(Kytikova et al., 2020). Apds ativado, o NF- kB, migra para o nticleo e impulsiona a expressao
génica (até de genes mitocondriais), resultando em sintese de prostaglandinas D2 e E2 (PGD2
e PGE2) o que ativa PPAR-a e PPAR-y (Albensi, 2019). Em macréfagos a isoforma PPAR-B/0
reduz a expressao de marcadores pro-inflamatorios tais como NF-«kB, portanto, com atividade

anti-inflamatoria (Zingarelli et al., 2010).

Figura 11 - Interferéncia anti-inflamatoria do PPARy, receptores toll-like (TLRs) e NF- k B

Fatores pro-inflamatorios

\ Moléculas anti-
Moléculas pro- inflamatorias
inflamatérias (IL-10, HO-1)
(NO, TNF-a, IL-6, MMPs)
— Ativagao
— Inibicdo

Nota: HO-1: heme oxigenase 1; NO: 6xido nitrico; MMPs: metaloproteinases de matriz.
Fonte: adaptado de Kytikova et al., 2020.

Devido a seus mecanismos de agdo na fisiologia e fisiopatologia de varias doencas
cronicas, pesquisas t€m sido voltadas para a descoberta de drogas que podem intervir na fungao
dos PPARs. Exemplo sdo os agonistas de PPAR-a, como fibratos e agonistas de PPAR-y, como
tiozolidinedionas, cujos mecanismos estdo envolvidos na melhora dos efeitos adversos de
distarbios cronicos, como hiperlipidemias, aterosclerose e diabetes mellitus tipo 2 (Kota,

Huang, Roufogalis, 2005; Monsalve et al., 2013). Agonistas de PPAR-B/60 melhoraram a
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disfuncdo endotelial em modelos animais de doengas associadas ao aumento de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), tais como obesidade, diabetes e hipertensao (Toral ef al., 2015).

A isoforma PPAR-y exerce propriedades anti-inflamatorias que modulam a resposta
imune. O papel anti-inflamatério de PPAR-y tem sido mostrado ha muitos anos uma vez que
seus agonistas atuam como reguladores negativos de monocitos € macrofagos e inibem, de
forma dose-dependente, a produgao de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, IL-1 e IL-
6, em monocitos humanos (Reddy, 2008). Mais recentemente, esta isoforma foi implicada na
cinética de diferenciacdo de monocitos a macrofagos (Heming et al., 2018).

Por outro lado, foi mostrado que PPAR-a ¢é capaz de reduzir a expressao de fator de
crescimento placentario (PIGF) o qual estd aumentado em pacientes com AF como parte da
resposta hiperplasica eritrdide, ativa mondcitos e esta correlacionado com crises de dor vaso-
oclusivas (Perelman et al., 2003; Li et al., 2014; Gonsalves et al., 2015). O PPAR-a pode ser
ativado por bilirrubina, em niveis plasméaticos normais (Gordon et al., 2020; Gordon et al.,
2021), um marcador importante de hemolise na AF (Praharaj; Anand, 2021). A bilirrubina age
como ligante de PPAR-q, ativando-o no tecido adiposo branco, aumentando a transcri¢ao dos
genes de queima de gordura como CPT'1, UCPI e ADRB3 ¢ o nimero de mitocondrias. Juntos,
estes diminuem o numero de lipidios intracelulares pela f-oxidagdo de acidos graxos (Creeden
etal., 2021).

Alguns trabalhos, utilizando camundongos quiméricos, associaram PPAR e
desenvolvimento de HP na AF (Jang et al., 2021; Lu et al., 2013; Kang et al., 2011; Kalra et
al., 2018; Gonsalves et al., 2015; Kang et al., 2017). Lu e colaboradores (2013) identificaram
que o PPAR-y tem sua expressao ¢ atividade diminuidas em presenca de hipoxia, através das
vias dependentes de ERK1/2, p65 e Nox4. Além disso, concluiram que a hipdxia promoveria o
aumento de HP e a proliferacdo de células do musculo liso da artéria pulmonar humana (Lu ef
al., 2013). Kang e colaboradores (2017) sugerem que produtos de hemolise na DF, como a
hemina, ativam o fator de transcricio ETS1 o que aumenta a expressdo de micro RNA 27a
(miR-27%). O miR-27a aumentado leva a reducdo de PPAR-y, promovendo aumento de
endotelina 1 (ET-1), disfungao endotelial e HP. O uso de rosiglitazona, um agonista de PPAR-
Y, atenua aumentos nos niveis de miR-27a e ET-1, bem como disfun¢ao endotelial. Em outro
exemplo, o trabalho desenvolvido por Jang e colaboradores (2021), sugere que niveis
diminuidos de PPAR-y, ocasionados pela intensa hemolise na AF, reduzem a expressao do gene
HUWE]I, o que desencadeia o aumento da expressao de fator nuclear- kB (NF-kB), que por sua

vez amplia niveis de ET-1. Os niveis diminuidos de PPAR-y também reduzem a expressao do



52

microRNA 98 (miR-98), o que estimula a elevagao dos niveis de ET-1. Esse aumento de ET-1

leva a disfuncdo endotelial que promove o aumento de HP (Jang et al., 2021) (Figura 12).

Figura 12 - Mecanismo de aumento de hipertensdo pulmonar na anemia falciforme
desencadeado por PPAR-y

» |[HUWE1
Anemia ‘ | ’TNF'KCB
Falciforme »|PPAR Y l —— Disfungéo JHiper’tenséo
Hemdlise ‘ | »1ET-1 Endotelial Pulmonar
» |miR-98

Fonte: adaptado de Jang et al., 2021

Kang e colaboradores (2011) comprovaram que a ativagdo de PPAR-y atenua um
programa de sinalizagdo de ET-1 induzida por hipoxia pela inibi¢ao da ativagdo de fatores de
transcri¢do responsivos a hipoxia. Estes autores concluiram que o aumento dos niveis de PPAR-
v poderia diminuir a sinaliza¢ao de ET-1 na HP.

Por sua vez, o estudo de Kalra e colaboradores (2018) aponta a inibicdo da expressao
de ET-1 quando ha o aumento de PPAR-a estimulado pelo seu agonista fenofibrato (Kalra et
al., 2018). Anteriormente, Gonsalves e colaboradores (2015) revelaram que o fenofibrato
aumenta a expressdo dos microRNAs miR-301a e miR-454 levando a diminui¢do de ET-1 e
PAI-1. Desse modo, o fenofibrato tem um efeito secundario de reduzir os niveis de fator
induzivel por hipoxia 1-alfa (HIF-1a) por induzir a transcri¢ao de miR-199a2, que suprime poOs-
transcricionalmente a sintese de HIF-1a em células endoteliais da microvasculatura humana
(HMEC). Além disso, os autores também demonstraram que altos niveis de ET-1 e PAI-1 sdo
fatores causais para o desenvolvimento de HP na DF, o que pode ser explicado pelo fato de
PPAR-a co-regular a transcricdo de SKA2, miR-301a e miR-454. O mRNA de ET-1 possui
sitios complementares na 3'-UTR para as sequéncias desses miRNAs, o que revela como a
expressao cronica de PIGF, observada em individuos com DF e no modelo de camundongo com
DF, resulta em expressao anormal de ET-1 e PAI-1 (Gonsalves et al., 2015).

Como na literatura ha relatos da influéncia dos PPARs em algumas condigdes
fisiopatologicas e clinicas da AF (disfuncao endotelial, hipertensdo pulmonar, crises algicas)
noés hipotetizamos que variantes desses genes podem explicar parte da variabilidade observada
na doenga. Em outras doengas, polimorfismos em genes PPARs foram associados, tais como a
sindromes metabolicas e arteriosclerose (Ruscica et al., 2019), infarto isquémico (Cheng et al.,

2021), hipertensdo (Cai, et al., 2017) dentre outras (Duszka et al., 2020). Algumas a¢des dos
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genes de PPAR estdo descritas no quadro 5. Nosso estudo selecionou alguns polimorfismos

nesses genes de PPAR que serdo descritos nas se¢des a seguir.

Quadro 5 - Resumo de agdes dos genes de PPAR

Gene

Acoes

PPARA

- Transporte, esterificacdo e oxidagdo de acidos graxos (AG);
- Escurecimento do tecido adiposo marrom;
- Dissipacdo de energia.

PPARG

- Transporte de AG;

- Sintese lipidica;

- Adipogénese;

- Armazenamento de energia;

- Termogénese (tecido adiposo marrom);
- Homeostase da glicose.

PPARD

- Oxidagdo de AG;
- Homeostase da glicose.

Fonte: Christofides et al., 2021

2.6.1 Gene PPARA e polimorfismo rs4253747

O gene PPARA ilustrado na figura 13, codifica o PPAR-0, um fator de transcri¢ao

ativado por ligante que ¢ expresso em humanos no figado, rim, coragdo, musculo esquelético e

intestino delgado (Bunger et al., 2007; Kersten; Stienstra, 2017).

Figura 13 - Localizagdo cromossdmica do gene PPARA
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Linha vermelha indica a posi¢ao do SNP. Gene PPARA em localizagdo gendmica: bandas de acordo
com Ensembl versdo 112, localiza¢des de acordo com GeneLoc

Fonte: Ensembl, 2022a

O PPAR-a ¢ ativado por acidos graxos dietéticos, eicosandides, endocanabinodides,

(liso)fosfolipidios e varias outras espécies de lipidios, bem como por uma classe de produtos

quimicos denominados proliferadores de peroxissomo, em especial os fibratos (Kersten;

Stienstra, 2017). Gordon e colaboradores (2020) demonstraram que PPAR-a também pode ser

ativado pela bilirrubina e que essa se liga seletivamente ao PPAR-a e ndo interagindo com o

PPAR-y ou o PPAR-6. Estudos em camundongos mostraram que o PPAR-a atua como

regulador mestre do metabolismo lipidico hepatico durante o jejum. Além disso, o PPAR-a

suprime a inflamagao e a resposta inflamatoria de fase aguda (Kersten; Stienstra, 2017).
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2.6.2 Gene PPARG e polimorfismos rs10865710 e rs709158

O gene PPARG esté ilustrado na figura 14 com indicagdo de algumas variantes génicas

(Song; Li; He, 2022).

Figura 14 - Paisagem gendmica de SNPs no gene PPARG.
Cromossomo 3
3p25.3

PPARYy gene

PPARy3 PPARy2

rs10865710 | | rs1801282 rs709158 rs3856806

(c.-681C>G) | | (p.Pro12Ala) (c.1431C>T)

(c.161C>T)

rs7649970 rs1152002 (p.His477His)
(c.-689C>T)

Nota: SNPs: polimorfismos de nucleotideo unico; PPAR-y: gene do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma; rs: referéncia de SNP. Em destaque os polimorfismos escolhidos para o
estudo

Fonte: adaptado de Song; Li; He, 2022.

A proteina codificada pelo gene PPARG ¢ um regulador da diferenciagao dos adipdcitos,
da via de beta-oxidagao peroxissomal dos acidos graxos, da homeostase da glicose, bem como
suprime as respostas pro-inflamatdrias mediadas por NF-kappa-B. Ela também desempenha um
papel na regulacdo dos ritmos circadianos cardiovasculares. Foram descritas variantes de
transcri¢do com splicing alternativo que codificam diferentes isoformas (Genecards, 2022b;
MalaCards, 2022b).

Dentre os polimorfismos descritos no gene PPARG estao o rs10865710, também
conhecido como -681C>G, variante de transcri¢do na regiao 5" e 0 rs709158 (PPARG IVS9 +
4523 A > (), variante de transcri¢ao na regido 3°, localizados no intron 5 do PPARG (Leung et

al.,2022; Song et al., 2022a; Song; Li; He, 2022), ambos selecionados para nosso estudo.
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2.6.3 Gene PPARD e polimorfismo rs2016520

O gene PPARD (também conhecido como PPARf/d) ilustrado na figura 15 (Genecards,
2022d), expressa a proteina PPAR- 0 que apresenta como co-ativadores acidos graxos
poliinsaturados, como acido gama-linoleico e acido eicosapentandico. Uma vez ativado, o
receptor se liga aos elementos promotores dos genes alvo, agindo como um integrador da
repressao transcricional e da sinalizagao do receptor nuclear. Além disso, regula a via de beta-
oxidagdo peroxissomal de acidos graxos, funciona como ativador da transcri¢do para o gene da
acil-CoA oxidase, diminui a expressdo de NPCILI e tem papel na mielinizagdo do corpo

caloso, metabolismo lipidico, diferenciacdo e proliferacdo de células epidérmicas (Genecards,

2022d).

Figura 15 - Localiza¢do cromossdmica do gene PPARD
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Linha vermelha indica a posicdo do SNP. Gene PPARD em localiza¢do genomica: bandas de acordo
com Ensembl versdo 112, localiza¢des de acordo com GeneLoc.
Fonte: Ensembl, 2022d

No quadro 6 estao descritas algumas caracteristicas e associagdes encontradas dos SNPs
em genes PPARs selecionados para o nosso estudo. As informag¢des contidas no Quadro 6 foram
coletadas do banco de variantes génicas LitVAr?, disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/litvar2/ e nas bases de dados constante no NCBI —
PUBMED e PMC Central. Revisamos os estudos originais disponiveis em inglés publicados a
partir de 2017 até 06/2024 e alguns anteriores, mas que obtiveram resultados importantes para
nosso estudo. Os termos de pesquisa incluiram as rs dos polimorfismos rs4253747 de PPARA,
rs10865710 e rs709158 de PPARG e 152016520 de PPARD. Apds a exclusdo dos artigos
duplicados, dos que ndo abordavam os SNPs, as revisdes e os artigos que ndo encontraram
associacao com os SNPs, fizemos a leitura e analise de um artigo sobre o rs4253747 em PPARA,

14 do rs10865710 em PPARG, 1 do rs709158 em PPARG e 22 do 152016520 em PPARD.
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Quadro 6 — Associagdo entre os polimorfismos nos genes dos Receptores Ativados por
Proliferacao de Peroxissomos (PPAR) selecionados para o presente estudo (rs4253747 de
PPARA, rs10865710 e rs709158 de PPARG e rs2016520 de PPARD).

divididos em grupos DM2, DAC,
DM2 complicado com DAC
n total = 635

apolipoproteina B (ApoB) e lipoproteina (a)
(Lp(a)).

Alelo G - em individuos diabéticos e com doenga
arterial coronariana (DAC) apresentaram niveis
mais elevados de colesterol total (TC), ApoB e

Lp(a).

Tipo de estudo, populacgio, Associacoes Referéncia
tamanho amostral

PPARA rs4253747 (A/T)
Coorte observacional Alelo A - aumento do risco de perda de apetite por | Pan et al.,
Homens Chineses Han alta altitude (ajuste para idade e saturacdo de | 2019
n=416 oxigénio).

PPARG rs10865710 (G/C)
Estudo transversal Alelo C - associado ao aumento de colesterol total | Rudkowska
Inuit (CT) e LDL-C em grupos com maior ingestdo de | et al., 2013
n = 553 (251 homens e 302 | gordura total e maior ingestdo de gordura saturada.
mulheres)
Caso controle Alelo G - associado a redug¢ao do risco de asma Li et al,
Chineses 2015
Participantes asmaticos (n =430) e
individuos saudéaveis (n = 452)
Estudo transversal Genotipo CC - associado a aumento de LDL Fan et al,
Chineses Han 2015
n = 820 individuos (270 homens e
550 mulheres)
Caso controle Alelo C - associado a risco aumentado de asma | Zhang;
Chineses Han bronquica. o haplétipo C/C | Wang; Ma,
Participantes infantis com asma | rs1805192 rs10865710 em  PPARG  foi | 2017
bronquica (n =143) e criangas | significativamente associado com os niveis
saudaveis (n = 143) elevados de IL-5.
Caso controle Alelo C - associado a maior susceptibilidade a | Zhang et al.,
Chineses DAC 2017
Participantes com DAC (n = 550)
e individuos controle (n = 556)
Coorte Alelo C - menor propensdo a obesidade induzida | Bai et al,
Chineses Han - Participantes com | por VPA em comparagdo com os portadores do | 2018
epilepsia, recebendo tratamento | genotipo GG.
com Valproato (VPA)
n=225
Caso-controle de base | Genotipo CC diminuiu o risco para deficiéncia | Li et al.,
populacional visual leve em individuos com DM2. 2019
Chineses - Individuos com DM2
n total =268
Coorte Alelo G - fortemente associado ao risco aumentado | Lu et al.,
Chineses Han de Chongqing e | de maior morbidade por sepse em pacientes com | 2019
Guizhou com trauma (lesdes | trauma das coortes de Chongqing e Guizhou.
graves)
n total = 1.131
Coorte Alelo G - relacionado ao risco de sepse em nivel | Lu et al,
Chineses Han - Participantes com | nominal 2020
trauma (lesdo) grave
n = 1.000
Caso controle Alelo G - em individuos com DM?2 apresentaram | Song et al.,
Chineses Han - Participantes | niveis mais altos de glicose, triglicerideos, | 2022a
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SNP rs10865710 significativamente associado a
gravidade da DAC, que ¢ possivelmente mediada
por hiperlipidemia e hiperglicemia.

Duplo-cego cruzado Genotipo GG - conferiu a maior reducdo no risco | Leung et al.,
Participantes sensibilizados por | para asma. 2022
alérgenos expostos por trés horas a
dibutil ftalato e controle de ar em
ocasides distintas
n=16
Caso controle Alelo G - reduziu a probabilidade de recaida; foi | Yuan et al,
Chineses Han associado a pior sobrevida global em pacientes | 2023
Participantes com  carcinoma | com carcinoma escamoso oral, mas nao aumentou
escamoso oral (n = 258) e | oriscoderecorréncia de carcinoma escamoso oral.
individuos livres de cancer (n = | PPARG rs10865710, mostrou atividade eQTL
236) dentro das sequéncias de ligagdo ao fator de

transcri¢ao.
Coorte Genotipo CC - independentemente associado a | Rybicka, et
Caucasiana - Participantes com | suscetibilidade a fibrose hepatica avangada. al., 2023
infeccdo cronica pelo virus da
hepatite B
n=284
Caso controle Alelo C - relacionado a diminuicdo da | Zheng et al.
Chineses Han - Individuos com ou | suscetibilidade ao carcinoma de glandula salivar e | 2023

sem carcinoma de glandula
salivar, ameloblastoma e
ceratocisto odontogénico

n total =411

a metastases em linfonodos inferiores.

PPARG rs709158 (A/G)

Coorte de base comunitaria
Caucasiana
n =9.364 (homens e mulheres)

Genotipo AA - associado a CT basal superior a 240
mg/dL. Nao foi encontrada associagdo deste
polimorfismo com morbidade e mortalidade
cardiovascular.

Gallicchio et
al, 2008

PPARD rs2016520 (T/C) ou (A/G nas referéncias mais antigas)

Coorte de base comunitaria

Alelo T - associado a CT basal superior a 240

Gallicchio et

Caucasiana mg/dL, sem uso de medicacao. al., 2008
n = 9.364 homens e mulheres
Caso-controle Genotipo TT (AA no artigo) apresentou maiores | Huang ef al.,
Chineses Han niveis circulantes de LDL na hemorragia | 2015
n = 864 participantes (256 | intracerebral.
pacientes, 114 pacientes com | Genotipos TT e TC (AA e AG no artigo)
tumores  cerebrais e 142 | evidenciaram que concentragdes maiores de LDL
pacientes com hemorragia | estavam associadas com casos de tumor cerebral.
intracerebral; 609 controles)
Estudo de caso-controle Alelo C (G no artigo) - reduziu orisco de DACem | Ye et al.,
Chineses Han 17,9%. A andlise por idade sugeriu que o alelo C | 2015
Doenca coronariana (n = 657) e | (G) diminuiu o risco de DAC em 14,8% em idades
controles (n = 640) superiores a 65 anos em populagdo chinesa
Han. Também foi encontrada associa¢do entre o
nivel sérico de HDL em idosos com idade > 65
anos.
Transversal Genotipos TC ou CC - associado a diminui¢do do | Ding et al.,
Chineses Han nivel de proteina C reativa (PCR). 2016
n = 1.028 individuos (538 homens,
490 mulheres)
Estudo base populacional O alelo C (G no artigo) mostrou-se protetor a | Tang et al.,
Chineses Han fatores de risco metabdlico. O polimorfismo | 2016

n=1.409

rs2016520 pode ter impacto no metabolismo da
glicose, uma vez que foi associado a glicemia de
jejum e a insulina, indices de resisténcia a insulina,




58

melhorando a resisténcia e a sensibilidade a
insulina.

Caso controle Alelo C - associado a diminui¢do do risco de DCV | Yang et al.,
Chineses Han 2017
n = 1.048 individuos (617 homens,
431 mulheres), incluindo 520
pacientes com DCV e 528
controles normais
Caso controle Genotipo TC - papel protetor na suscetibilidade ao | Rosales-
Mexicanos Cancer de Colon Retal ou um efeito atenuante na | Reynoso et
Individuos diagnosticados com | carcinogénese colorretal. al., 2017
adenocarcinomas colorretais Alelo C - risco aumentado de cancer, com
n= 178 (83 mulheres e 95 homens) | significancia estatistica para cancer de coélon ou de
e controles sauddveis n = 97 reto.
Caso controle Gendtipo CC - em individuos com DM2 com > | Raj et al.,
Populagdo indiana 25 anos de inicio, foi associado a suscetibilidade ao | 2017
n = 352 casos de DM2 e 351 | DM2
controles saudéaveis
Revisdo sistematica Genoétipo CC - menor aumento induzido pelo
Estudos de diversas populagdes treinamento no consumo maximo de oxigénio e | Petr et al,
uma menor resposta ao treinamento em poténcia | 2018
maxima em compara¢do com os genotipos CT e
TT, tanto em negros quanto em brancos.
Genotipo CC - mostraram 0s maiores aumentos
nos niveis de HDL-C (sujeitos brancos) e Apo A-1
(sujeitos negros)
Coorte Alelo C - associagdo a diminuicao significativa do | Leonska-

Mulheres caucasianas polonesas
n=162

colesterol total através do programa de treinamento
de 12 semanas com uma diminui¢do concomitante
de triglicerideo.

Genotipo TT -  triglicerideo  aumentou
significativamente em resposta ao treinamento

Duniec et al.,
2018

Caso controle ¢ meta analise Alelo C - exerceu associacdo significativa com | Cao et al,
Criangas chineses Han desempenho de equilibrio dinamico e foi | 2019
n=2244 confirmado em uma meta-analise combinando

coortes caucasianas
Revisao sistematica Alelo C - associado ao status de atleta de elite de | Petr et al.,
27 estudos de diversas populagdes | resisténcia em comparagdo com o status de atleta | 2019

sub elite.
Observacional A heterogeneidade intratumoral de PPARD-87 | Luo et al,
Chineses T>C existia amplamente no CCR e estava | 2019
Participantes com cancer colo retal | associada a idade dos participantes, localizagdo e
(CCR) diferenciacdo do tumor. No entanto, o ensaio
n=106 imunoquimico revelou que ndo ha ligacdo

significativa entre heterogeneidade e expressdo de

PPARD.
Caso-controle Alelo C - significativamente associado ao risco de | Ding et al.,
Chineses Han glioma em varios modelos no subgrupo de idade > | 2020
Participantes com glioma (n = | 40 e astrocitoma.
568) e controles saudaveis (n =
509)
Coorte prospectiva Alelo C - associado a menor redugdo na glicose | Wang et al.,
Chineses pos-plasmatica (PPG) em participantes com | 2021
Participantes com DM2 diabetes mellitus tipo 2 apo6s o tratamento com
n =60 nateglinida por 8 semanas consecutivas. Ou seja,

individuos com alelo C podem ser menos

responsivos ao tratamento com nateglinida.
Coorte Alelo C - associado a perda de peso (IMC, | Sinha et al,
Individuos com IMC >25 | circunferéncia da cintura e metabolismo do | 2021

kg/m?com comorbidade n=

colesterol)
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393 (pré-diabetes, diabetes,
doenca cardiovascular ou
hipertensdo) ou IMC >30 kg/m 2,
independente de comorbidades

orientais (risco de hipercolesterolemia), mas niveis
mais baixos de triglicerideos nos asiaticos
ocidentais do que nos homozigotos TT.

Caso-controle Alelo C - menores niveis de avaliagdo do modelo | Song, et al.,
Chineses de homeostase para resisténcia a insulina (HOMA- | 2022b
Participantes com DM2 n =300 e | IR) ap6s 6 meses de monoterapia com exenatida.
controles n =200 Genotipo TT conferiu baixa resposta a exenatida

por meio de uma reducdo da resisténcia a insulina,

medida por HOMA-IR.
Caso-controle combinado Alelo T - de risco de obesidade ajustado para a | Huang, et al.,
Chineses Han faixa etaria e sexo. 2022
Casos de obesidade n = 311 e
controlesn=118
Revisdo sistematica Alelo C - associado a niveis mais elevados de | Li et al.,
Estudos de diversas populagdes triglicerideos e colesterol total nos asiaticos | 2023

Estudo exploratdrio

Genoétipo CC - associado ao desempenho de

Remmel et

n = 9.372 pessoas submetidas a
tratamento para perda de peso

Atletas masculinos de atletismo resisténcia em comparagdo com corredores de | al., 2023
n=137 (51 velocistas e saltadores, | longa distancia

59 corredores de longa distancia e

27 decatletas)

Estudo transversal Alelo C - maior TG e VLDL e tendeu a ter valores | Reza-Lopez
Mexicanos aumentados de circunferéncia da cintura, glicemia | ef al., 2023
n = 314 pessoas diagnosticados | plasmatica em jejum e HbAl

com DM2

Retrospectivo Alelo C - demonstrou correlagéo significativa com | Mera-
Populagao perda de peso para todos os tipos de tratamento. Charria, et
multiétnica al., 2023

SNP: polimorfismo de nucleotideo tnico; rs: referéncia de SNP; DM2: Diabete Mellitus tipo 2;
DAC: Doenga Arterial Coronariana; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; TG: triglicerideos
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3. OBJETIVOS

Investigar associacdes das variantes dos genes de receptores ativados por

proliferacdo de peroxissomos (PPAR) e variante regulatéria dos genes de subunidade alfa

da hemoglobina 1 e 2 (HBA1/2 do inglés Hemoglobin Subunit Alpha 1/2) rs11865131

com varidveis laboratoriais e clinicas em uma populagdo pediatrica com anemia

falciforme, acompanhada no Hemocentro Regional de Governador Valadares, MG,

considerando o efeito de alfa-tal e da terapia com HU.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1l

1il.

1v.

Vi.

Descrever o perfil demografico, laboratorial e clinico dos individuos com AF
participantes do estudo.

Realizar andlises de associacdo e correlacdo dos dados hematologicos,
bioquimicos e clinicos dos participantes com AF em relagao a terapia de HU.
Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes nos genes PPARA,
PPARG, PPARD e variante regulatoria dos genes HBA1/2 rs11865131 dos
participantes com AF.

Verificar a associagao dos geno6tipos das variantes de PPARA, PPARG, PPARD
e variante regulatoria rs11865131dos genes HBA1/2 em modelos de acdao génica
em relacdo as variaveis hematologicas, bioquimicas e clinicas levando em
consideracdo a terapia de HU.

Estimar a frequéncia de alfa-tal nos participantes com AF.

Verificar a associagdo das varidveis hematologicas, bioquimicas e clinicas em
relagdo a herancga de alfa-tal e dos gendtipos da variante rs11865131 levando em

considera¢do a terapia de HU.



61

4. MATERIAL E METODOS

A presente tese refere-se a um estudo retrospectivo que contou com amostras de
Biorrepositorio e banco de dados contendo informacdes demograficas, clinicas e
laboratoriais, a partir dos quais, foram realizadas andlises genéticas e estatisticas,

respectivamente.

4.1 POPULACAO ESTUDADA E ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado a partir de dados retrospectivos de uma populagdo
pediatrica com anemia falciforme (genotipo HbSS), nascidos entre 01/01/1998 e
31/12/2014 triados pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais (PETN-
MG) e encaminhados para tratamento inicial e acompanhamento no Hemocentro
Regional de Governador Valadares (HRGV) da Fundacdo Hemominas. Realizaram-se
analises retrospectiva de prontuario médico e laboratoriais com testes moleculares e
bioquimicos, no periodo de 2016 a 2020.

A utilizagdo de grupo vulneravel se deve ao fato de que foram estudados apenas
pacientes triados pelo teste de triagem neonatal por ser o grupo que possui seguimento
documentado desde o nascimento, seguem o mesmo protocolo de tratamento e os dados
clinicos e laboratoriais que foram avaliados s3o mais confiaveis.

Todos os individuos com AF (HbSS) com amostras de DNA constantes no
Biorrepositorio, referentes aos Projetos: “Estudos diagnodstico e avaliativo de
biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenca falciforme (genotipos HbSS
e HbSC) acompanhados nos hemocentros de Governador Valadares e de
Uberaba/Fundagio Hemominas” registrado e aprovado nos Comités de Etica em Pesquisa
(CEP) sob Certificado de Apresentagio de Apreciagio FEtica (CAAE) n°
82449917.7.0000.5147 ¢ no CEP da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)
(parecer n° 2.521.811) e sob CAAE n° 82449917.7.3001.5118 no CEP da Fundagao
Hemominas (parecer n° 3.556.803) e “Avaliacao do Crescimento de individuos com
Anemia Falciforme: aspectos enddcrinos, bioquimicos e moleculares” registrado e
aprovado nos CEPs da Fundacdo Hemominas CAAE n° 78011417.4.3001.5118 (parecer
n® 2.666.921) e da UFJF CAAE n° 78011417.4.0000.5147 (parecer n° 2.435.402), que

também possuiam dados presentes em banco de dados do mesmos projetos.
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As amostras de DNA, bem como os bancos de dados foram cedidos ao Projeto de
pesquisa “Estresse oxidativo e inflamatério na anemia falciforme” registrado e aprovado
nos CEP, CAAE UFJF n° 32709020.0.0000.5147 (parecer n° 4.457.057), CAAE
Hemominas n°® 32709020.0.3001.5118 (parecer n° 4.499.047).

4.1.1 Critérios de exclusao do estudo

Individuos que ndo possuiam amostra de DNA no Biorrepositério ou nao
possuiam varidveis no banco de dados foram excluidos, além dos critérios de exclusao
dos outros projetos:

- Identificagao de alguma doenga ou sindrome ndo avaliada na pesquisa, como as
displasias esqueléticas, sindrome de Turner ou doengas cronicas nao relacionadas a AF;
- Presenca de alguma condi¢do predisponente para a deficiéncia de GH, como lesdo
intracraniana ¢ irradiagdo do sistema nervoso central;

- Deficiéncia intelectual acentuada, definida por limitacdao intelectual que curse com
prejuizo significativo da independéncia pessoal esperada para a faixa etaria (Mata, 2018),
conforme informado pelos responsaveis no momento da avaliagado clinica;

- Falta de anuéncia do responsavel com a ndo assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) e/ou a recusa da crianga/adolescente em participar do estudo;

- Gestacgao;

- Uso de suplementos de vitaminas A e D e de medicamentos hipolipemiantes;

- Presenca de comprometimento cronico de oOrgdos que venham a interferir nos
parametros avaliados tais como diabetes mellitus e infeccdo grave (virus da
imunodeficiéncia humana - HIV, hepatite, sifilis);

- Individuos com outros subtipos de doenca falciforme, (SP*-talassemia, SP°-talassemia,

SD, SC, SJ e persisténcia hereditaria de HbF).

4.2 ANALISES MOLECULARES

Duas técnicas de analises moleculares foram utilizadas. Os itens 4.2.1 ¢ 4.2.2

contemplam detalhadamente cada uma destas técnicas.
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4.2.1 Genotipagens dos polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs)

Todas as amostras de DNA gendmico (gDNA) foram quantificadas e o grau de
pureza foi determinado no espectrofotometro Nano Vue plus (GE®). A amostra foi
previamente incubada a 56°C durante 5 minutos em banho seco ¢ homogeneizada para
garantir a solubilidade do gDNA. Uma aliquota de dois pL da amostra de gDNA foram
depositados no espectrofotometro previamente calibrado com tampao AE. O grau de
pureza foi determinado a partir das razdes dos valores de absorbancia nos comprimentos
de onda 260 nm / 280 nm (A260/A280) e 260 nm / 230 nm (A260/A230). Amostras com
razdo A260/A280 de 1,7 - 1,9 e razao A260/A230 de 1,5 - 2,5 foram incluidas para
analises posteriores. No momento de uso, o gDNA armazenado a -20°C foi diluido com
agua ultrapura, livre de DNAse e RNAse para a concentragdao de 5 ng/uL, requerida nas
analises posteriores.

Para os ensaios de genotipagens de SNPs foi utilizada a metodologia de Reagao
em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR do inglés quantitative Polymerase Chain
Reaction), baseada em fluorescéncia usando sondas TagMan MGB e um par de
iniciadores de PCR para detectar alvos SNPs especificos (ThermoFisher®) validados.
Estes ensaios foram desenvolvidos na plataforma do sistema da 7500 Fast Real-Time
PCR (Applied Biosystems®). As sondas que distinguiam os dois alelos do SNP, marcadas
com fluoréforos VIC/MGB-NFQ (alelo 1) ou FAM/MGB-NFQ (alelo 2), na
concentragdo de 40X foram diluidas duas vezes em tampao TE (20 pL de Tris 100 mM e
dois uL de EDTA 100 mM). Em um microtubo, foram adicionados solu¢ao Master Mix
TagMan® GTXpress™ Master Mix (2X), sonda (20X), 4gua ultrapura, livre de DNAse e
RNAse com volumes calculados para o volume total de ensaios e de acordo com as
especificagdes do fabricante. Uma aliquota de seis pl. desta mistura foram aliquotados
em microplaca e adicionados, em cada pogo correspondente a um teste individual, 20 ng
de gDNA (5 ng/uL). No equipamento Termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems®)
foi definido o programa de amplificagdo nos seguintes ciclos de temperatura: Pré qPCR:
60°C por 1 minuto e 95 °C por 20 segundos, seguindo-se de 40 ciclos a 95 °C por 3
segundos e 60 °C por 30 segundos e uma etapa final de 60 °C por 1 minuto. Os resultados
da amplificacdo e a determinagao dos genotipos foram obtidos com auxilio da plataforma
Thermo Fisher Cloud disponivel em:

<https://apps.thermofisher.com/apps/dashboard/#/>.
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Foi levado em consideracdo para a selecdo dos SNPs, o valor da frequéncia do
alelo raro ou de menor frequéncia (MAF) maior que 5% em véarios grupos étnicos, sua
associacao com lipideos e inflamagao, além da existéncia de sondas testadas e validadas.
Informagdes dos polimorfismos escolhidos para nosso estudo e as informagdes como
referéncia de variante ou polimorfismo de tnico nucleotideo (SNV ou SNP do inglés -
Single Nucleotide Variant ou Polimorphism), variagdo, localizagdo cromossomica e

frequéncia global do MAF estao descritos nos quadros 7 e 8.

Quadro 7 - Dados dos SNPs avaliados nas genotipagens por discriminacdo alélica em
qPCR

Gene / Loco Referéncia Alelo do SNP e Numero c.io Ensaio (Applied
SNP fluorocromo Biosystems®)
NPRL3 rs11865131 A/G - VIC/FAM C_ 1232695 10
PPARA rs4253747 A/T - VIC/FAM C_ 29935223 10
PPARG rs10865710 C/G - VIC/FAM C_ 9384417 10
PPARG rs709158 A/G - VIC/FAM C__ 8756550 10
PPARD rs2016520 C/T - VIC/FAM C__ 8851952 30

Nota: SNP: polimorfismo de tnico nucleotideo

Quadro 8 - Descri¢do das variantes dos genes NPRL3, PPARA, PPARG e PPARD
selecionados para o estudo

rs e variagdo dos Localiza¢ao cromossomica
Gl nucleot?deos Qdo SNP AL Floloell
rs11865131 16p13.3
e ]\518%136 " GIA Posicdo: chrl6:113668 A=029
- ) variante de Intron (GRCh38/hg38)
PPARA rs4253747 22q13.31 A =029
NC_000022.11 T/A Posigdo: chr22:46217340 ’
(46150526.46243756) variante de Intron (GRCh38.p13)
rs10865710 3p25.2
PPARG C/G Posigdo: chr3:12311699 G=0,26
NC _000003.12 variante de Intron (GRCh38.p13)
(12287368.12434344) rs709158 3p25.2
A/G Posigao: chr3:12421677 G=0,24
variante de Intron (GRCh38.p13)
PPARD rs2016520 6p21.31 C=023
NC_000006.12 C/A/T Posicao: chr6:35411001 ’
(35342558.35428178) variante de Intron (GRCh38.p13)

Nota: MAF= frequéncia do alelo de menor frequéncia.

Fonte: 1000 GENOME; Genecards, 2022a; Genecards, 2022b; Genecards, 2022¢; Genecards,
2022d; MalaCards, 2022a; MalaCards, 2022b; MalaCards, 2022c¢; MalaCards, 2022d; Omim,
2022a; Omim, 2022b; Omim, 2022¢; Omim, 2022d. Ensembl, 2022a; Ensembl, 2022b; Ensembl,
2022c; Ensembl, 2022d.

4.2.2 Genotipagem de Alfa talassemia
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A genotipagem de alfa-tal para a detec¢do de duas mutagdes delecionais dos genes
HBAI e HBA?2 foi realizada: a variante delecional de 3.700 pares de bases (pb) (a>7%%) e
a de 4.200 pb (a**?) por apresentarem maior frequéncia na populagio de Minas Gerais.
Os ensaios de genotipagem foram realizados por gap-PCR multipla com reagentes do Kit
comercial de PCR Multiplex Qiagen® e oligonucleotideos sintéticos especificos para cada
uma das delecdes analisadas causadoras de alfa-tal (Tan ef al., 2001). O controle positivo
da amplificagdo do gDNA foi um segmento de 2.350 pb, referente a regidao 3’ nao
transcrita do gene LISI do fator plaquetdrio. No quadro 9 estdo descritos os

oligonucleotideos utilizados nos ensaios de genotipagens.

Quadro 9 - Dados dos oligonucleotideos utilizados na reagao de genotipagens da alfa-tal

Tamanho esperado
Nome oligonucleotideo 5°-3° Concentracao
do fragme nto
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0.5 UM 2350 pb
LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5 nM
u2/u-3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 uM 2022/2029 pb
a-3.7/a-
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 uM 1800 pb
0-4.2-F GITTACCCATGTGGTGCCTCC 0.5 uM 1628 pb
a-42R CCCGTTGGATCTTICTCATTTCCC 0,5 uM

uM = micro molar; pb: pares de base.
Fonte: Adaptado de Chong et al., 2000.

Nos ensaios de gap-PCR multipla utilizaram-se 12,5 pL de Master Mix Qiagen®
na concentracdo 2X, 2,5 uL de Q solution, mistura de oligonucleotideos nas
concentragdes descritas na Tabela 8. Em cada microtubo teste foram adicionados 4 pL de
gDNA com concentragdo minima de 50 ng/uL. O volume final da reagdo foi de 25 puL. A
reacdo da gap PCR foi realizada em Termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems®),
programado para os ciclos de temperatura: inicial de 96 °C por 15 minutos; seguido de 30
ciclos de 30 segundos a 98 °C para desnaturagdo do gDNA, 62 °C por 90 segundos para
anelamento dos oligonucleotideos e 72°C durante 135 segundos para extensao do DNA e
extensao final a 72 °C por 5 minutos. Para a resolucao dos fragmentos amplificados e
defini¢do do genoétipo, 10 pL do material amplificado contendo 1 pL do corante
fluorescente Gel Red® e 2 uL de Loading dye foram aplicados na canaleta do gel de
agarose 1% (m/v). Em seguida, o gel foi acondicionado em uma cuba contendo tampao
Tris/Acido acético/ EDTA (TAE) 1X e realizada a corrida de eletroforese a 90 volts

durante duas horas. Apos o fim da corrida, as bandas dos fragmentos amplificados foram
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visualizadas sob luz ultravioleta e a imagem do gel captada no sistema de foto
documentacdo Gel DocTM XR+ (Bio Rad®). A determinacdo do genétipo foi realizada
de acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados em comparagdo com um padrao

de massa molecular na faixa de 250 pares de base (bp) a 10000pb (Kasvi®).

4.3 BANCO DE DADOS LABORATORIAL E CLINICO

O banco de dados foi construido a partir de analises hematologicas, bioquimicas
e clinicas. As analises laboratoriais foram realizadas nos laboratorios da Fundagao
Hemominas (extraidos dos registros médicos dos participantes e compilados em um
formulario especifico) ou em laboratério contratado credenciado e acreditado. As
informacdes sobre o local em que foi realizada a analise, metodologia, valores de
referéncia e kit/equipamento estdo especificadas no quadro 10. Para os exames extraidos
de prontudrio, foram realizadas médias dos valores dos 3 tltimos resultados, respeitando
a terapia com e sem HU. Nas andlises estatisticas foram utilizadas as médias dos
resultados com terapia com HU, quando o individuo estava em tratamento e sem HU,
quando o individuo nao estava em terapia com HU.

Os resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos datados no periodo de 90
dias apos transfusdes sanguineas ou de eventos clinicos significativos, tais como crise de
dor, infecgdo grave, sequestro esplénico agudo e crise aplastica, ndo foram coletados.

Para a realizacdo dos exames bioquimicos incluindo o lipidograma, os
participantes da pesquisa foram orientados a manter uma dieta habitual nos dias que
antecederam a avaliagdao, mantendo jejum de 10-12 horas, e sem atividade fisica vigorosa
nas 24 horas anteriores a coleta. Antes da coleta foi confirmado o jejum do paciente, se o
paciente tinha passado por transfusdo sanguinea nos ultimos trés meses e se estava em
crise de dor no momento da coleta. Consideramos que os participantes no dia da consulta
de rotina no Hemocentro se encontravam em estado clinico estavel, visto que, em situagdo
clinica aguda estes eram encaminhados para atendimento de urgéncia/emergéncia. A
pungao venosa na prega do cotovelo foi realizada no dia da consulta ao Hemocentro, entre
7:00 e 10:00 horas, antes da avaliagdo médica. O participante permaneceu sentado por
pelo menos 10 a 15 minutos para evitar variagdes ortostaticas da volemia e garantir a
consisténcia das dosagens.

Amostras de 4,5 mL de sangue venoso foram acondicionadas em tubos com gel

separador, com ativador de coagulacdo. O soro foi imediatamente separado por
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centrifugacdo, e as andlises bioquimicas foram realizadas conforme metodologia

especificada no quadro 10, em laboratdrio de andlises clinicas conveniado e acreditado,

com base nos requisitos estabelecidos na norma ABNT NBR NM ISO 15189.

Quadro 10 - Informagdes sobre analises laboratoriais e clinicas

Onde foi .
Exame realizado / Metodologia Val"f de.: .Klt/ Referéncia
Referéncia Equipamento
coletado
Hemominas Ferro: homem:
Fe BH/ Espectrofotométrica 65a 175 pg/dL; WIENER® Wiener Lab, 2000,
. mulher: 50 a 170 Hemominas, 2018
Prontuario
ug/dL
Ferritina: 6
meses a 15 anos:
7-142 pg/L
Hemominas Homem > 15
Fer BH/ Turbidimétrica  anos: 30-220 EBRAM® Ebram, 2014;
L. Hemominas, 2018
Prontuéario ng/L
Mulher > 15
anos: 20-110
pg/L
Hemominas Cromatografia
HbF BH/ liquida de alta BIORAD® Hemominas, 2018
Prontuario eficiéncia
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
Hb GV/ impedancia e 11,00-16,5 g/dL da marca Hemominas, 2018
Prontuéario fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
Ht GV/ impedancia e 35-45% da marca Hemominas, 2018
Prontuério fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
VCM GV/ impedancia e 80-97 fL da marca Hemominas, 2018
Prontuéario fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
HCM GV/ impedancia e 26,5-33,5 pg da marca Hemominas, 2018
Prontuéario fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de 3500-10000 ABX Micros 60
LG GV/ impedancia e mm? da marca Hemominas, 2018
Prontuério fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
Neu GV/ impedancia e 595-4800/mm3 da marca Hemominas, 2018
Prontuéario fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
Mon GV/ impedancia e 300-800/mm? da marca Hemominas, 2018
Prontuéario fotometria HORIBA®
Hemominas Tecnologia de ABX Micros 60
. Ao 150000- .
Pla GV/ impedancia e 390000/mm® da marca Hemominas, 2018
Prontuério fotometria m HORIBA®
Hemominas Coloragdo com azul Microscénio
Ret GV/ de cresil brilhante  Adulto: 0,5-1,5% optico Ol nI: us® Hemominas, 2018
Prontuario 1% P ymp
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Aceitavel: >120

Laboratério Limitn;%/f(eqdl 15- Analisador National Heart,
APOAI1 contratado Imunoturbidimetria 120 m / dL Bioquimico Cobas Lung and Blood
o e Mira Plus Institute, 2012
Baixo: <115
mg/dL
Aceitavel: <90
Laboratério Limlirtlrg(:(fgj 90- Analisador National Heart,
APOB contratado Imunoturbidimetria 109 mg /'dL Bioquimico Cobas  Lung and Blood
Alto: > 110 Mira Plus Institute, 2012
mg/dL
. Dosado Aceitavel: < 170
diretamente, pelo me/dL
, . método enzimatico ., g Analisador National Heart,
Laboratério Limitrofe: 170- L
CT contratado colesterol 199 me/dL Bioquimico Cobas Lung and Blood
oxidase/peroxidase i £ Mira Plus Institute, 2012
Alto: > 200
em aparelho me/dL
espectrofotométrico &
Aceitavel: <110
Calculado: mg/dL .
LDL=CT - Limitrofe: 110- National Heart,
LDL HDL — 129 me/dL Lung and Blood
£ Institute, 2012
TG/5 Alto: > 130
mg/dL
Determinado pela Acelt;\ée/g; 120
Nio- Laboratorio cquagao: _ Limitrofe: 120- . National Heart,
Nao-HDL = Foérmula Lung and Blood
HDL contratado 144 mg/dL .
Colesterol total - Institute, 2012
HDL Alto: > 145
mg/dL
Aceitavel: > 45
L . Dosado . 'mg/dL Analisador National Heart,
Laboratorio  diretamente, pelo  Limitrofe: 40-45 . "~ .
HDL . . Bioquimico Cobas  Lung and Blood
contratado método reativo mg/dL Mira Plus Institute. 2012
precipitante Baixo: <40 ’
mg/dL
0-9 anos:
Aceitavel: <75
mg/dL
Limitrofe: 75-99
mg/dL
Laboratério Dosado Alfg: /z(iioo Analisador National Heart,
TG contratado diretamente, por 10- 1% ) Bioquimico Cobas  Lung and Blood
método enzimatico .y anos: Mira Plus Institute, 2012
Aceitavel: <90
mg/dL
Limitrofe: 90-
129 mg/dL
Alto: > 130
mg/dL
Laboratério Dosado diretamente Analisador Soldin; Brugnara;
BD contratado por método de < 0,4 mg/dL Bioquimico Cobas  Wong, 2005 Apud
Sims/ Horn Mira Plus Labtest, 2014
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Sims/ Horn por

féormula: Bilirrubina

Laboratoério

Soldin; Brugnara;

BI contratado Indireta = 0,60- 0,90 mg/dL Férmula Wong, 2005 Apud
Bilirrubina Total — Labtest, 2014
Bilirrubina Direta
Laboratério Dosado diretamente Analisador Soldin; Brugnara;
BT contratado  POr método de <120mg/dL  Bioquimico Cobas Wong, 2005 Apud
Sims/ Horn Mira Plus Labtest, 2014
Laboratério Enzimatico 2-15 anos: Analisador Pagani, et al., 2003;
LDH contratado colorimétrico 125,00 2 220,00 Bioquimico Cobas Clinical Chemistry,
U/L Mira Plus 2011
Ultrassom para Normal: <170
R cm/s
medir indiretamente ..
fluxo n e Condicional
Hemominas O -0 14 POTCOCS v 0: 170-184
VMM BH/ proximais das s Lobo et al., 2011
Prontudrio P rﬁ;ﬁiﬁg;ﬁ;;as Condicional alto: Adams et al., 1998
(lertencentes a0 185-199 em/s
P o Anormal: >200
poligono de Willis) cm/s

Nota: BH: Belo Horizonte; GV: Governador Valadares; Fe: ferro; Fer: ferritina, HbF:
hemoglobina Fetal; Hb: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina
LG: leucometria global; APOAL:
apolipoproteina B; CT: colesterol total; Nao-HDL: ndo lipoproteina de alta densidade; HDL:
lipoproteina de alta densidade; TG: trigliceridios; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta;
BT: bilirrubina total; LDH: lactato desidrogenase.

corpuscular média;

apolipoproteina  Al; APOB:

As variaveis clinicas obtidas do prontuario médico dos participantes incluiram: os

resultados do Doppler Transcraniano (DTC), informagdes sobre transfusdo, nimero de

internacdes e ocorréncia de crises algicas. Além disso, durante as consultas e antes da

coleta de sangue, foi questionado aos participantes a ocorréncia de algum desses eventos

nos ultimos 6 meses.

Extraiu-se do prontuario médico o resultado do DTC realizado até o ultimo ano

da data da coleta do dado. A classificagao do DTC foi realizada conforme o estudo STOP

(Adams et al., 1998) e o resultado do fluxo sanguineo cerebral em cada vaso foi

armazenado no banco de dados. Utilizamos o valor da Velocidade Média Maxima

(VMM), baseado nos valores dos fluxos sanguineos nas analises de velocidades das

artérias cerebrais médias (ACM) e/ou artérias carotidas internas distais (ACI).

Consideramos VMM <170 cm/s normal.

4.4 CALCULO AMOSTRAL

A férmula de comparagdo entre a média de dois grupos:
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n= Za?.2.dp?
d2

Onde:

n = numero de individuos (amostra) por grupo

Zo. = Valor critico que corresponde ao grau de confianca de 95% de confianca (1,96)

dp = desvio padrao

d = diferenca entre individuos com AF tratados com HU e nao tratados com HU (NHU)
O célculo amostral utilizando as seguintes varidveis hematoldgicas encontradas

no trabalho de Alagbe e colaboradores (2018): leucocitos globais (LG), neutrofilos (Neu)

mondcitos (Mon) e plaquetas (Pla). Essas variaveis foram escolhidas pelo fato de serem

marcadores inflamatorios/tromboticos. Como os valores eram diferentes, realizamos a

média encontrada com cada uma das varidveis e o valor de 22 individuos por grupo foi

encontrado (Tabela 1).

Tabela 1- Valores de média e desvio padrao de variaveis hematoldgicas de individuos em
terapia e sem terapia de HU; diferenca encontrada entre as médias; nimero de individuos
encontrados a partir do calculo amostral; acréscimo de 10% no valor do n; valor final

Variavel ~ NHU* Dp* HU* DP* Diferenca n +10% Final por
grupo
LG 10,7 3,8 8,7 2,8 2 15,05907 16,56 17
Neut 5,9 2,7 4,5 2,3 1,4 20,7368 22,81 23
Mon 1,1 0,6 0,9 0,4 0,2 30,7328 33,81 34
Pla 431,2 168,2 3352 120 96 12,005 13,21 14
Média 22

Nota: *Valores de média e dp retirados do trabalho de Alagbe ef al. (2018).
LG: Leucometria global; Neu: segmentados neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para caracterizacdo da populagdo estudada foram realizadas médias, desvios
padrao, medianas, minimo ¢ maximo das idades, quantificacao por sexo e terapia de HU.
Para descricao dos perfis hematoldgico e bioquimico dos participantes do estudo foram
calculadas as médias e desvios padrao das varidveis analisadas.

Para algumas analises de associagdo que objetivaram verificar a influéncia da
terapéutica da HU sob as varidveis hematologicas e bioquimicas, os individuos foram
agrupados em dois grupos principais: grupo que era tratado com HU e grupo que ndo
usava HU (NHU) e ainda foram sub-agrupados em: maiores do que 144 meses (> 12 anos)

e menores do que 144 meses (< 12 anos).
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Para verificar se a populacdo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) para os polimorfismos avaliados foi utilizada a calculadora on-line disponivel
https://gene-calc.pl/hardy-weinberg-page que leva em consideracdo os numeros de
individuos por genétipo e aplica o teste de hipotese °.

Para verificagdao do efeito da variante génica com as variaveis hematologicas e
bioquimicas aplicaram-se os modelos de efeito genético de dominancia, e de
recessividade agrupando os participantes de gendtipo heterozigoto com os homozigotos
para o alelo de menor frequéncia (modelo de dominancia) ou com homozigotos para o
alelo de maior frequéncia (modelo de recessividade). Os grupos estdo ilustrados na figura

16.

Figura 16 - Fluxograma dos grupos de estudo para avaliacdo dos efeitos genéticos de
dominancia e recessividade dos polimorfismos dos genes analisados

Homozigoto para alelo de maior

ol
frequéncia NHU
Efeito de
Dominancia HU
Homozigoto para alelo de menor
frequéncia + Heterozigotos
NHU
Homozigoto para alelo de menor
: N frequéncia
Efeito de
Recessividade ‘
' Homozigoto para alelo de maior
frequéncia + Heterozigotos

Nota: HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia com hidroxiureia

Para verificagdo do efeito de alfa-tal com as varidveis hematologicas e
bioquimicas e o efeito da variante rs11865131 no gene NPRL3 no modelo de dominancia,
foram criados os seguintes grupos:

1. Grupo de participantes que tinham alfa-tal - analisados nos modelos de

dominancia ou recessividade para o gen6tipo da variante rs11865131 no gene

NPRL3, conforme explicado no item anterior;



72

2. Grupo de participantes sem alfa-tal - analisados nos modelos de dominancia
ou recessividade para o gendtipo da variante rs11865131 no gene NPRL3,
conforme explicado no item anterior;

3. Grupo de participantes que tinham alfa-tal subdivididos em individuos em
terapia e sem terapia com HU (HU e NHU, respectivamente) - cada subgrupo
foi analisado nos modelos de dominancia ou recessividade para o genotipo da
variante rs11865131 no gene NPRL3, conforme explicado no item anterior.

A figura 17 ilustra os grupos e subgrupos analisados. Devido ao baixo niumero de

participantes, ndo foi possivel realizar andlises dos individuos em terapia e sem terapia

com HU, HU e NHU, respectivamente, levando em consideragdo a faixa etaria.

Figura 17 - Fluxograma dos grupos e subgrupos de estudo para avaliar a interacao da
heranca de alfa-tal e presenca do polimorfismo rs11865131

Homozigoto para alelo de maior

frequéncia
\ J Homozigoto para alelo de menor

frequéncia + Heterozigotos

Homozigoto para alelo de maior

[ frequéncia _
| Homozigoto para alelo de menor

frequéncia + Heterozigotos

Homozigoto para alelo de maior frequéncia ‘
Homozigoto para alelo de menor frequéncia + Heterozigotos |

Homozigoto para alelo de maior frequéncia ‘

Homozigoto para alelo de menor frequéncia + Heterozigotos

Homozigoto para alelo de maior

frequéncia
HU - o
Homozigoto para alelo de menor
frequéncia + Heterozigotos
| Homozigoto para alelo de maior
| frequéncia
NHU

Homozigoto para alelo de menor
frequéncia + Heterozigotos

Nota: HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia com hidroxiuréia
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4.5.1 Programas Estatisticos

As informagdes contidas no banco de dados foram analisadas utilizando os
programas Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 22.0
(Statistical Product and Service Solutions — SPSS®, Chicago) e JASP® Team (2024),
versdo 0.18.3 (JASP®, Amsterdam, The Netherlands). Dados descritivos foram
apresentados utilizando frequéncias, médias, desvios padrdo, medianas, minimo e

maximo.

4.5.1.1 Testes de normalidade

A distribui¢do normal ou ndo normal dos dados continuos foi verificada antes de
cada andlise de associacdo e correlagdo, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov
quando o niimero de individuos ou dados (n) era maior do que 30 e Shapiro-Wilk quando

este numero era menor do que 30.

4.5.1.2 Testes de associa¢do

A verificacdo da associag¢ao de variaveis continuas com distribui¢do normal foi
realizada utilizando-se o teste T de Student quando se comparava dois grupos ou
ANOVA, quando se comparava trés grupos. Para as varidveis continuas com distribui¢ao
ndo normal, analisou-se utilizando o teste de U de Mann-Whitney quando se comparava
dois grupos ou Kruskal-Wallis quando se comparava trés grupos. A significancia

estatistica foi estabelecida em p valor menor que 0,05 (p< 0,05).

4.5.1.3 Magnitude de Efeito

As andlises de magnitude de efeito foram realizadas apds verificacdo dos
resultados de associagdo significativas para os biomarcadores genéticos, nos modelos de
dominancia e recessividade. Foram considerados os seguintes valores: d < 0,2 sem efeito;

d>0,2 e <0,5 efeito pequeno; d > 0,5 e < 0,8 efeito moderado; d > 0,8 efeito elevado.

4.5.1.4 Correlagoes Parciais
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Foi aplicado teste de correlagdo parcial controlando efeito da HU entre as variaveis
laboratoriais e os polimorfismos em modelo de dominancia.

As correlagdes foram consideradas quando o p < 0,05 e classificadas como: muito
forte (1 a 0,8; -1 a - 0,8), forte (0,8 a 0,6; -0,8 a - 0,6), moderada (0,6 a 0,4; -0,6 a - 0,4),
fraca (0,4 a 0,2; - 0,4 a - 0,2) e muito fraca (0,2 a 0; - 0,2 a 0), além de positiva (+) ou

negativa (-) de acordo com o sinal que apresentaram.

4.5.1.5 Analises de regressdo

As andlises multivariadas foram realizadas ap6s a verificagdo dos resultados das
analises significativas de associagdo para os biomarcadores genéticos, no modelo de
dominancia e recessividade e teste de correlagdes parcial controlando efeito da HU entre as
variaveis laboratoriais e os biomarcadores genéticos em modelo de dominancia.
Primeiramente, realizou-se analise de regressdo logistica bindria, utilizando o método
Enter, para verificar se a variavel analisada contribui para o desfecho. Em seguida,
utilizando os métodos Enter e Forward realizou-se a regressao logistica bindria multipla,
que foi escolhida pelo fato de algumas varidveis ndo apresentarem distribui¢ao normal.
Algumas variaveis independentes (como idade, sexo e terapia com HU) foram inseridas
no modelo com o propdsito de ajusta-lo para as varidveis de confusao.

As variaveis dependentes (desfecho), quando quantitativas, foram transformadas
em categoricas utilizando-se os valores de referéncia (VR). Quando o VR era uma faixa
ou diferente de acordo com idade ou sexo, utilizou-se o valor minimo ou maximo, de
acordo com a especificidade de cada variavel. Os valores de referéncias adotados para
analise de regressao logistica estdo descritos na tabela 2.

As andlises de regressao foram consideradas significativas quando o valor de p do
teste qui-quadrado do modelo de regressdo era menor que 0,05 (p<0,05); o valor de p da
variavel independente analisada no modelo era menor que 0,05 (p<0,05); quando os dois
valores (minimo e maximo) do intervalo de confianga (IC - Min-Méx) encontravam-se
entre 0 € 0,99 ou 1 e infinito (o). A razao de chances (OR - odds ratio) foi interpretada da
seguinte maneira: se OR=1, ter ou ndo ter o fator de risco (variavel independente: terapia
HU, presenca de algum polimorfismo genético e/ou alfa-tal, sexo feminino, idade) ndo
influencia na ocorréncia do desfecho (variavel dependente, tabela 2). Por outro lado,
se OR>1, a chance de desenvolver o desfecho ¢ mais provavel no grupo dos individuos

que tém o fator de risco do que entre aqueles que nao o tém. Entretanto, se OR<I, sugere-
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se concluir pelo inverso do valor estimado. O valor da estimativa representa a magnitude
do efeito da variavel independente sobre a variavel dependente, ajudando a entender o

impacto dessa variavel no resultado estudado.

Tabela 2 - Valores adotados nas analises de regressdo baseados em valores de referéncia

Variavel dependente Valores adotados nas analises de regressdo
Hemoglobina <l1lg/dL
Hematocrito <35%

Volume Corpuscular Médio <80 fL
Hemoglobina Corpuscular Média <26,5 pg
Monocitos > 800 /mm?
Plaquetas >390.000,00 /mm3
Hemoglobina Fetal >10%
Reticulocitos >1,5%
Apolipoproteina B > 90 mg/dL
Apolipoproteina Al <115 mg/dL
Bilirrubina Total > 1,2 mg/dL
Bilirrubina Indireta >0,9 mg/dL
Lactato desidrogenase >610 U/L

Nota: > maior ou igual; < menor ou igual.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.6 FINANCIAMENTO

A aquisicdo de materiais consumiveis de laboratorio e o pagamento de servigos
para alguns exames bioquimicos foram feitos com recursos da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG). Os equipamentos utilizados na
pesquisa foram adquiridos com recursos do projeto destinado ao Edital CT-INFRA/2013
da Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), da FAPEMIG (Processo CDS -
APQ-03522-13 ¢ APQ 0506-22 ¢ CEX APQ 02506/22) e recursos da UFJF. A UFJF
através do seu programa de incentivo a qualificacdo de servidores (PROQUALI)

concedeu bolsa para a doutoranda, que também ¢ servidora da instituigao.
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5. RESULTADOS

Partimos de um banco de dados/biorrepositério com 186 individuos que haviam
aceitado participar dos estudos, 67 ndao possuiam AF, mas outro genotipo de DF, 9
apresentaram outros critérios de exclusdo (gestacdo, deficiéncia fisica, uso de
medicamento, deficiéncia intelectual acentuada e 6bito), permanecendo, portanto, 110
individuos com AF (terapia de transfusdo: 9). Os individuos estavam em
acompanhamento pelo Hemocentro Regional de Governador Valadares (HRGV),
nascidos entre 01/01/1998 e 31/12/2014, compreendendo 53,6% (59) do sexo masculino
(tabela 3). A média geral de idade foi de 146,20 meses (dp: 47,89), mediana 144,50 meses,
minimo de 49,00 e maximo de 242,00 meses.

O perfil laboratorial dos participantes com AF, o nimero de individuos avaliados,
a média, o desvio padrao, a mediana, o minimo ¢ o maximo, além das caracteristicas

demogréficas, se encontram na tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos participantes com anemia
falciforme

Minimo - maximo

Parametros n Média dp Mediana (IC 95%)
Sexo masculino 59
Idade (meses) 110 146,20 47,89 144,50 49,00-242,00
Hb (g/dL) 110 8,28 1,36 8,30 5,50-13,50
Ht (%) 110 2491 4,07 24,55 15,10-39,60
HCM (pg) 110 31,96 7,02 31,10 22,00-42,40
VCM (fL) 110 95,18 10,95 94,00 71,00-125,00
HbF (%) 93 12,94 9,74 10,50 1,80-74,70
LG (/mm?) 109 11.189,31 3.422,13 11.100,00 5.100,00-19.700,00
Ret (%) 108 5,05 3,35 4,50 0,30-18,20
Neu (/mm?) 107 6.069,24 2.760,15 5.565,00 1125,00-12.087,00
Mon (/mm?) 109 291,22 206,69 222,00 66,00-1.272,00
Pla (/mm?) 109 497.522,94 136.858,65 484.000,00 160.000,00-895.000,00
Fe (mcg/dL) 96 89,68 43,69 82,35 22,00-238,00
Ferr (ug/L) 97 241,90 332,75 130,00 4,00-1.950,00
APOAI (mg/dL) 73 104,78 12,52 104,00 81,00-143,00
APOB (mg/dL) 73 64,64 17,61 62,00 28,00-108,00
CT (mg/dL) 73 125,60 21,39 117,00 92,00-192,00
HDL (mg/dL) 73 38,49 6,90 36,00 19,00-63,00
LDL (mg/dL) 73 69,40 20,24 63,60 35,40-131,4
NHDL (mg/dL) 73 87,12 21,80 80,00 50,00-157,00
TG (mg/dL) 73 88,68 39,85 79,00 35,00-285,00

BT (mg/dL) 72 2,54 1,47 2,40 0,53-7,28
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BD (mg/dL) 72 0,55 0,19 0,52 0,080-1,08
BI (mg/dL) 72 1,99 1,37 1,77 0,31-6,64
LDH (U/L) 70 551,74 189,27 513,00 205,00-1.128,00

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS INDIVIDUOS COM ANEMIA
FALCIFORME

O DTC foi realizado em 77,27% (n= 85) dos individuos, sendo que apenas dois
foram classificados como tendo risco alto baseado no maior valor da velocidade do fluxo
sanguineo cerebral e uso das medidas das artérias cerebrais médias (ACM) e artérias
cardtidas internas distais (ACI). A velocidade média maxima (VMM) foi de 125,87 +
28,05cm/s. Seis individuos apresentaram resultado de VMM > 170cm/s (Tabela 4; Figura
18).

Tabela 4 — Dados dos individuos que realizaram o Doppler Transcraniano (DTC) no ano
anterior ao inicio da pesquisa

DTC tultimo ano
n VMM (dp) >170 <170 Minimo-Maximo
85 125,87 (28,05) 6 (7,1%) 79 (92,9%) 78,5-233,00
Nota: DTC: Doppler Transcraniano; n: nimero de individuos; VMM.: velocidade média maxima;
<: menor; >: maior ou igual; %: porcentagem.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 18 - Grafico de resultados de DTC no ano anterior ao inicio da pesquisa
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Nota: DTC: Doppler Transcraniano; <: menor; >: maior ou igual.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A crise algica foi registrada em 48,1% (51/106) dos participantes e 24,32%
(18/74) também passaram por alguma internacdo no ano anterior ao inicio do estudo. Ao
menos uma transfusdo no ano anterior ao inicio da pesquisa foi realizada por 31,65%
(25/79) dos individuos e destes, 11,4% (9/79) estavam em regime de transfusdo (Tabela
5 e Figura 19).

Tabela 5 — Eventos clinicos da populagdo avaliados no ano anterior ao inicio do estudo
n Sim Nao

Crise algica

106 51 (48,1%) 55(51,9%)

Internacio
74 18 (24,3%) 56 (75,7%)

Transfusio Regime transfusio
79 25 (31,6%) 54 (68,4%) 9 (11,4%)

Nota: n: nimero de individuos; %: porcentagem.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 19 - Distribui¢@o das transfusdes no ano anterior a pesquisa pelos participantes do
estudo
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.2 INFLUENCIA DA TERAPEUTICA COM HIDROXIUREIA NOS PERFIS
LABORATORIAIS DOS INDIVIDUOS COM ANEMIA FALCIFORME

A dose média de HU utilizada pelos 44 individuos que possuiam informagoes de
dose da medicacao no prontudrio médico, foi de 622,01 £ 257,37 mg (18,39 mg/kg/dia).

Dos 44 individuos que tinham informacgdes de inicio de terapia com HU, 75% faziam uso
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do medicamento ha mais de dois anos; 13,64% entre um e dois anos e 11,76% ha menos
de um ano (Tabela 6).

Tabela 6 — Periodos de tratamento e doses de HU nos participantes do estudo

Tempo de terapia n (%) Dose mg/kg/dia Dose mg
HU média (dp) média (dp)
<1 Ano 5(11,36) 12,14 (2,01) 342,84 (207,60)
1-2 Anos 6 (13,63) 19,88 (3,94) 560,65 (196,53)
>2 Anos 33 (75) 19,06 (4,99) 675,47 (248,51)
Todos 44 (100) 18,39 (5,09) 622,01 (257,37)

Nota: HU: hidroxiureia; n: nimero de individuos; %: porcentagem; dp: desvio padrio; mg/kg/dia:
miligrama por quilo por dia; mg: miligrama; %: porcentagem; <: menor; >: maior.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para verificar o efeito da terapia de HU em relag@o aos dados laboratoriais, foi
realizado o teste U de Mann-whitney para os dados que apresentaram distribui¢ao ndo
normal e teste T de Student para os de distribui¢ao normal. Também foi feito o calculo
de magnitude de efeito para aqueles dados que mostraram diferenca significativa nos
testes anteriores. O grupo HU apresentou maiores valores de média de VCM e APOB
(com magnitude de efeito elevada), HbF, APOA1, CT, LDL e NHDL (com magnitude de
efeito moderada) e Hb, HCM e HDL (com magnitude de efeito pequena); menores valores
de média de LG, BT, BD, BI e LDH (com magnitude de efeito elevada), neutrofilos e
monocitos (com magnitude de efeito moderada) (Tabela 7). As anélises por faixas etérias,
utilizando 144 meses (menores € maiores de 12 anos) como critério avaliativo encontram-
se no Apéndice A. Em todas as faixas etarias a HU mostrou melhorar os parametros

hematoldgicos e bioquimicos, inclusive reduzindo a hipocolesterolemia.

Tabela 7 - Analises descritivas de associagdo e magnitude de efeito entre as variaveis
hematoldgicas, bioquimicas e clinica em relacdao a terapia de HU nos participantes do
estudo

NHU HU Efeito

Variaveis N Média (dp) N Média (dp) P d

Hematologicas

Hb (g/dL) 50 7,95 (1,33) 60 8,57 (1,32) 0,015! -0,468
Ht (%) 50 23,92 (3,88) 60 26,01 (3,92) 0,002! -0,536
HCM (pg) 50 30,77 (9,35) 60 32,96 (4,04) <0,0012 | -0,304
VCM (fL) 50 89,41 (8,15) 60 99,99 (10,7) <0,001! | -1,112
HbF (%) 36 10,1 (6,44) 57 14,74 (11,03) 0,0132 -0,514
LG (/mm?3) 49 12.806,71 (3.420,63) 60 | 9.868,43 (2.823,28) <0,001! 0,937
Neu (/mm?) 47 6.979,36 (2.856,79) 60 | 5.356,32(2.479,44) 0,002! 0,607




80

Mon (/mm?) 49 342,80 (252,06) 60 249,10 (149,99) 0,018' 0,452
Pla /mm? 49 | 501857,14 (109851,23) | 60 |493983,33 (156333,47)| 0,767
Ret (%) 49 5,74 (3,61) 59 4,70 (3,11) 0,2522
Fe (mcg/dL) 42 85,980 (44,74) 54 92,55 (43,006) 0,467!
Fer pg/L 42 225,43 (389,86) 55 254,48 (284,73) 0,672!
Lipidicas
APOALI (mg/dL) | 34 101,18 (11,79) 39 107,92 (12,42) 0,021! -0,557
APOB (mg/dL) | 34 58,59 (14,58) 39 69,92 (18,49) 0,005! -0,950
CT (mg/dL) 34 117,79 (17,96) 39 132,41 (22,01) 0,002? -0,728
LDL (mg/dL) 34 62,06 (17,93) 39 75,79 (20,17) 0,0022 -0,719
HDL (mg/dL) 34 36,85 (7,64) 39 39,92 (5,93) 0,0082 -0,449
NHDL (mg/dL) | 34 81,00 (18,16) 39 92,46 (23,48) 0,0332 -0,546
TG (mg/dL) 34 94,65 (48,53) 39 83,49 (30,08) 0,5072
Inflamacao / hemoélise
BT (mg/dL) 35 3,35 (1,55) 37 1,77 (0,87) <0,0012 1,257
BD (mg/dL) 35 0,64 (0,17) 37 0,46 (0,16) <0,001! 1,090
BI (mg/dL) 35 2,72 (1,51) 37 1,31 (0,77) <0,0012 1,176
LDH (U/L) 33 624,52 (189,94) 37 486,84 (165,54) 0,0022 1,034
VMM (cm/s) 23 128,36 (20,51) 35 135,08 (32,11) 0,377!

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrao; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAT1:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:

lactato desidrogenase.

1: Teste T de Student; 2: Teste U de Mann-Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.3 GENOTIPAGENS DOS SNPs DE PPARs, NPRL3 E DE ALFA-TALASSEMIA

A discriminagdo alélica para genotipagem de cinco polimorfismos dos genes

PPARA, PPARG, PPARD e NPRL3 foram conduzidas em todos os participantes do estudo

e a figura 20 ilustra graficamente uma das andlises de genotipagens por qPCR.

A distribui¢do de todos os gendtipos foi consistente com o equilibrio de Hardy

Weinberg (EHW). As estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas das variantes

estudadas encontram-se descritas na tabela 8. A frequéncia do alelo de menor frequéncia

(G) do SNP 15709158 de PPARG foi mais proxima a inferida no projeto 1000 Genome

30x e similar (G=0.1997) na populacao latino-americana 2 (constituida de individuos com

ascendéncia predominantemente europeia e americana nativa). A frequéncia do alelo de
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menor frequéncia (C) de PPARD foi menor que na populagdo global inferida no projeto
1000 Genome 30x mas similar a da populagao latino-americana 2 (C=0,18). A frequéncia
do alelo A de NPRL3 na populagao avaliada foi semelhante a da populagao global inferida
pelo projeto 1000 Genome.

Figura 20 - Resultado gréfico ilustrativo de uma das anélises de genotipagem por reagao
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Alelo 2 / Alelo 2

7

J/

A o=

Alelo 1/ Alelo 1
® Alelo 1/Alelo 1 {54) @ Alelo 1/Alelo 2 (36) @ Alelo 2/Alelo 2 (4) Nao amplificado (2)
Nota: Pontos vermelhos: individuos homozigotos para o alelo de maior frequéncia; Verdes:
individuos heterozigotos; Azuis: individuos homozigotos para o alelo de menor frequéncia;
Amarelos: controle negativo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

/

Tabela 8 - Distribui¢do genotipica e alélica dos polimorfismos na popula¢do de estudo

Gene Genotipos, nimero de . .
F 161 EH
SNP individuos e (%) requencias alcficas w
AA AT TT A T MAF* P
PPARA 16 51 43
4253747 0,38 0,62 A029 099035
r (14,55)  (46,36)  (39,09) ’ ’ : :
PPARG G9G (4}2: 2;: @ C MAF P
10865710 2 2 2 232
rs G185 @000 (5182 0,28 0,7 G026 09923
A AA A MAF
709158 0,20 0,80 G023 023722
r 6,36)  (2636)  (67.27) : : : :
cC CT TT C T MAF P
PPARD S = =
2016520 1 2 12
rs 0 sls) (6909 0,17 0,83 C023 0997
AA A A MAF
rs11865131 0,30 0,70 A029  0,86375

(8,18) (44,55) (47,27)

Nota: * MAF - frequéncia do alelo menor estimadas pelo projeto 1000Genome 30x (2024)
disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/.
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SNP: polimorfismo de unico nucleotideo; rs: referéncia de SNP; EHW: equilibrio de Hardy-
Weinberg; %: porcentagem.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

37Kb & o42KP dos genes HBA foram

As genotipagens de alfa-tal para as variantes o
realizadas em todos os individuos participantes do estudo. A figura 21 mostra a foto de
um gel de agarose apos eletroforese e revelacao dos fragmentos amplificados pelo teste
de gapPCR para alfa-tal. Do total de participantes do estudo, 19% portavam uma ou duas
delegdes para a variante o>7%®. Os valores das frequéncias de alfa-tal em cada grupo estio

descritos na tabela 9.

Figura 21 - Fotografia do gel de agarose da genotipagem de alfa-tal em individuos com
anemia falciforme

PM Neg P1 P2 P3 P4 P5 P6 P/ P8 P9

2350 pb
2022/2029pb
1800 pb

Nota: Fotografia do gel de agarose a 1% visualizado sob luz ultravioleta apds corrida
eletroforética dos amplicons da PCR de genotipagem de alfa-tal. As canaletas e as bandas do gel
indicam: PM: padrao de peso molecular; Neg: controle negativo; P: paciente; P1, P2, P3, P5, P6,
P8 e P9: sem delecdo do gene HBA (genotipo ao/aa); P4 e P7: uma delagdo do gene HBA
(gendtipo —o/aa). O fragmento de 2350 pb corresponde ao gene LIS, controle positivo interno da
reacdo; O fragmento de 2022/2029 pb do gene HBA com delegdo de 3.7 Kb; o fragmento de 1800
pb indica o gene HBA (alfa 2) sem delecdo.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Tabela 9 - Distribuicio de gendtipos de alfa-tal (alelo a>7%") na populacio estudada
Co-heranga de Alfa-tal

Sem Uma Duas delegdes Frequéncia de
Zl(f;oilc gfjsl_gggz . PRETIER Total alfa-tal
Numero de
S 20 01 110
1 0
(pgii;;‘g‘;‘;;) 89.(80.91%) (15 18%) (0,91%) (100%) 0,19

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Além disso, verificamos a distribuicdo dos genotipos de NPRL3 rs11865131
levando em consideragdo a alfa-tal (alelo o> ¥?). Os individuos sem co-heranga de alfa-
tal possuem uma frequéncia superior do alelo menor do A-rs11865131 de NPRL3 em
relagdo aos individuos sem a alfa-tal, entretanto, sem diferenca significativa na

distribuigdo dos alelos (y* = 2,675; P[x*] = 0,262) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Distribuicdo de gendtipos de NPRL3 rs11865131 levando em consideragao

alfa-tal (alelo a7 X®)
o Frequéncias alélicas
Individuos Genotipos rs11865131 511865131 EHW
AA AG GG A G p
Se‘faal‘lfa' 9.(10,12%) 40 (44,94%) 40 (44,94%)  0,3258 0,6742 0,994
ag;’_r?al R 8% | 9(42,86%) 12(57,14%)  0,2143 0,7857 0,123

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.4 ANALISES DOS SNPs DE PPARs E NPRL3 E DE ALFA-TALASSEMIA COM
DADOS CLINICOS

Neste topico serdo apresentados os resultados dos testes estatisticos para as
analises de associacdo, magnitude de efeito, correlagdo e regressdo realizadas com
parametros hematoldgicos, bioquimicos e clinicos nos participantes com AF da

populacgdo do estudo, controlando terapia de HU e outros parametros.

5.4.1 Analises de Regressao Logistica Binaria ou Binaria Multipla das variantes

génicas com Variaveis Clinicas

Foram realizadas analises de regressao logistica binaria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU ¢ a
presenca dos polimorfismos de PPARA 1s4253747, PPARG rs10865710, PPARG rs709158,
PPARD rs2016520 e NPRL3 rs11865131 em modelo de dominancia, ou a co-heranga de alfa-
tal em predizerem a chance de crise algica. Nao foram encontrados modelos significativos

para esses parametros (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise por regressao, dos individuos com AF em relacdo a crise algica, no
modelo genético de dominancia para os polimorfismos de PPARA rs4253747, PPARG
rs10865710 e rs709158, PPARD 1s2016520 ¢ NPRL3 rs11865131, ou a co-heranga de
alfa-tal, ajustados para terapia com HU, sexo e idade

2
plx’] OR ndo ajustada Ic

Variavel

Modelo Min-Max p
Desfecho: presenca de Crise algica
Regressao logistica binaria
Idade (meses) 0,860 0,999 0,992 1,007 0,860
Sexo (feminino) 0,539 0,787 0,366 1,692 0,539

Uso HU (sim) 0,810 1,098 0,51 2,366 0,810
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Alfa-tal 0,590 0,768 0,293 2,012 0,591
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,934 1,033 0,474 2,252 0,934
Dominéancia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,994 0,997 0,465 2,137 0,994
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,494 1,330 0,587 3,011 0,495
Dominéancia PPAg%r52016520 (CC+ 0.712 0.856 0375 1,954 0.713
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,449 0,744 0,346 1,600 0,45
Variavel independente: Alfa-tal Regressao logistica binaria multipla
Idade (meses) 0,967 0,999 0,991 1,007 0,79
Sexo (feminino) 0,967 1,422 0,441 4,587 0,556
Uso HU (sim) 0,967 1,411 0,367 5,421 0,616
Alfa-tal 0,967 1,783 0,24 13,240 0,572
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,967 0,512 0,089 2,943 0,453
Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,967 0,468 0,032 6,761 0,577
Sexo (feminino) * Alfa-tal 0,967 0,19 0,012 3,050 0,241
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,967 3,691 0,058 236,141 0,538
Alfa-tal
Variavel independente: PPARA - iy e
54253747 Regressao logistica binaria multipla
Uso HU (sim) 0,164 2.864 0,416 19,706 0,285
Sexo feminino) 0,164 0,204 0,029 1,429 0,11
Idade (meses) 0,164 1,000 0,992 1,009 0,916
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,164 0,441 0,087 2,224 0,321
Uso HU (sim)* Sexo (feminino) 0,164 0,453 0,027 7,683 0,584
Uso HU (sim)* Dominéancia PPARA
14253747 (AT+AA) 0,164 0,388 0,036 4,217 0,437
Sexo (feminino)* Dominancia PPARA
154253747 (AT+AA) 0,164 12,508 1,019 153,491 0,048
Uso HU (sim)* Sexo (feminino)*
Dominancia PPARA rs4253747 0,164 1,616 0,048 54,120 0,789
(AT+AA)
Varidavel independente: PPARG ~ iy o
510865710 Regressao logistica binaria multipla
Uso HU (sim) 0,94 1,661 0,386 7,137 0,495
Sexo (feminino) 0,94 0,499 0,088 2,838 0,433
Idade (meses) 0,94 1,000 0,992 1,007 0,912
Dominancia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,94 0,837 0,172 4,088 0,826
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,94 0,805 0,084 7,742 0,851
Lk A .
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG 0.94 0,562 0.067 4706 0.595

rs10865710 (CG+GG)
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Sexo (feminino) * Dominancia PPARG

110865710 (CG+GG) 0,94 2,813 0,263 30,134 0,393
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) *
Dominancia PPARG rs10865710 0,94 1,132 0,048 26,859 0,939
(CG+GG)
PPARG rs709158 Regressao logistica binaria multipla
Uso HU (sim) 0,98 1,430 0,386 5,302 0,593
Sexo (feminino) 0,98 1,110 0,277 4,446 0,883
Idade (meses) 0,98 1,000 0,991 1,008 0,990
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,98 2,380 0,423 13,392 0,325
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,98 0,809 0,125 5,255 0,825
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
1709158 (AG+GG) 0,98 0,587 0,060 5,762 0,647
Sexo (feminino) * Dominancia PPARG
1709158 (AG+GG) 0,98 0,542 0,039 7,486 0,648
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) *
Dominancia PPARG rs709158 0,98 0,882 0,030 26,087 0,942
(AG+GQG)
Variavel independente: PPARD ~ e e o
152016520 Regressao logistica binaria multipla
Uso HU (sim) 0,995 0,976 0,261 3,644 0,971
Sexo (feminino) 0,995 0,711 0,188 2,691 0,615
idade (meses) 0,995 0,999 0,991 1,007 0,858
Dominéncia PPAg%rSZOMSZO (CC+ 0.995 0.532 0.095 2,970 0.472
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,995 1,148 0,182 7,264 0,883
Uso HU (sim) * Dominancia PPARD
152016520 (CC + CT) 0,995 2,021 0,214 19,070 0,539
Sexo (feminino) * Dominancia PPARD
12016520 (CC + CT) 0,995 2,391 0,149 38,432 0,538
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) *
Dominancia PPARD rs2016520 (CC + 0,995 0,261 0,007 9,200 0,460
CT)
Variavel independente: NPRL3 - - e
rs11865131 Regressao logistica binaria multipla
Uso HU (sim) 0,621 1,596 0,345 7,388 0,550
Sexo (feminino) 0,621 2,243 0,452 11,129 0,323
Idade (meses) 0,621 1,000 0,992 1,008 0,907
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,621 2,254 0,453 11,229 0,321
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,621 0,784 0,081 7,621 0,834
Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3
111865131 (AG+AA) 0,621 0,559 0,067 4,692 0,592
. o
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3 0.621 0.137 0,013 1,497 0.103

rs11865131 (AG+AA)
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Uso HU (sim) * Sexo (feminino) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,621 1,506 0,061 37,448 0,803
(AG+AA)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo € maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Da mesma forma, ndo foram encontrados modelos significativos quando das
analises de regressao logistica binaria (método Enter) e binaria multipla (métodos Enter
e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a presenca dos polimorfismos
de PPARA 14253747, PPARG 1510865710, PPARG 1s709158, PPARD 1s2016520 e
NPRL3 1511865131 em modelo de domindncia, ou a co-heranca de alfa-tal para

predizerem a chance de internagao (Tabela 12).

Tabela 12 - Analise por regressao, dos individuos com AF em relacdo a internagdo, no
modelo genético de dominancia para os polimorfismos de PPARA rs4253747, PPARG
rs10865710 e rs709158, PPARD 1s2016520 ¢ NPRL3 rs11865131, ou a co-heranga de
alfa-tal, ajustados para terapia com HU, sexo e idade

., P[¥*] IC
Varidvel Modelo OR Min-Max p
Desfecho: ocorréncia de Internacao
Regressao logistica binaria
Idade (meses) 0,852 1,001 0,987 1,016 0,852
Sexo (feminino) 0,692 1,240 0,428 3,592 0,692
Uso HU (sim) 0,053 3,000 0,943 9,545 0,063
Alfa-tal 0,549 0,662 0,165 2,646 0,559
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,556 1,394 0,457 4,252 0,559
Dominancia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,588 1,343 0,462 3,903 0,588
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,703 1,250 0,4 3,903 0,701
Dominancia PP Aéa%rszomszo (CC+ 4025 1,056 0341 3265 0925
Dominéncia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,169 2,148 0,707 6,527 0,178
Variavel independente: Alfa-tal Regressao logistica binaria multipla
Idade (meses) 0,637 1,002 0,986 1,018 0,826
Sexo (feminino) 0,637 2,551 0,28 23,210 0,406
Uso HU (sim) 0,637 5,407 0,892 32,787 0,066
Alfa-tal 0,637 5,290x1077 0 0 0,992
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,637 0,242 0,017 3,393 0,292
Sexo feminino) * Alfa-tal 0,637 1,206x10%° 0 00 0,992

Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,637 958,777,071 0 0 0,992
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Sexo (feminino) * Uso HU (sim) * Alfa-

tal 0,637 2,009x10-6 0 o0 0,992
Variavel mr(ligesg‘;il;te: PPARA Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,339 5,380x10"7 0 00 0,993
Uso HU (sim) 0,339 8,611x10"7 0 ) 0,993
Idade (meses) 0,339 1,005 0,987 1,022 0,595
Dominancia PPARA rs4253747 -
(AT+AA) 0,339 2,562x10 0 ) 0,993
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,339 7,434x107° 0 ) 0,993
Sexo (feminino) * Dominancia PPARA 8
14253747 (AT+AA) 0,339 1,134x10 0 o0 0,993
Uso HU (sim) * Dominancia PPARA 3
14253747 (AT+AA) 0,339 2,925%10 0 ) 0,993
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARA rs4253747 0,339 2,151x10"8 0 0 0,993
(AT+AA)
Variavel H;;lle gggg;f Je: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,482 2,549x107 0 0 0,994
Uso HU (sim) 0,482 7,483 0,669 83,678 0,102
Idade (meses) 0,482 1,002 0,985 1,019 0,81
Dommanm(g (I}’fgg)rslo%S 710 0,482 1,303 0068 24884 086
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,482 2,126x10% 0 o0 0,994
Sexo (feminino) * Dominédncia PPARG 7
rs10865710 (CG+GG) 0,482 1,334x10 0 o0 0,993
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
1s10865710 (CG+GG) 0,482 0,54 0,017 17,382 0,728
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs10865710 0,482 1,406x1077 0 00 0,994
(CG+GG)
Varidvel m‘::gggf Seél te: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,227 1,146 0,134 9,774 0,901
Uso HU (sim) 0,227 2,016 0,275 14,760 0,49
Idade (meses) 0,227 1,004 0,987 1,022 0,619
Dominancia PPARG rs709158 4
(AG+GG) 0,227 1,401x10 0 ) 0,992
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,227 1,472 0,094 22,917 0,783
Sexo (feminino) * Dominéancia PPARG 7
1709158 (AG+GG) 0,227 3,308%10 0 ) 0,991
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG 7
1709158 (AG+GG) 0,227 3,006x10 0 ) 0,991
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs709158 0,227 2,455%107° 0 00 0,989

(AG+GG)




88

Variavel independente: PPARD Regressao logistica binaria multipla

rs2016520
Sexo (feminino) 0,402 3,982 0,351 45,162 0,265
Uso HU (sim) 0,402 4,827 0,416 56,006 0,208
Idade (meses) 0,402 1,006 0,989 1,022 0,513
Dominéancia PPAg%r52016520 (CC+ 0.402 1,960 0.102 37.820 0.656
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,402 0,38 0,019 7,482 0,524
Sexo (feminino) * Dominancia PPARD 8
12016520 (CC + CT) 0,402 9,026x10 0 0 0,992
Uso HU (sim) * Dominancia PPARD
12016520 (CC + CT) 0,402 1,438 0,043 48,232 0,839
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARD rs2016520 (CC + 0,402 1,289x10*¢ 0 0 0,993
CT)
Variavel independente: NPRL3 ~ L s L
rs11865131 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,283 2,819x10™7 0 o 0,993
Uso HU (sim) 0,283 4,112x10"7 0 0 0,993
Idade (meses) 0,283 1,005 0,989 1,021 0,583
Dominancia NPRL3 rs11865131 7
(AG+AA) 0,283 3,607x10 0 0 0,993
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,283 4,490x108 0 o0 0,993
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3 3
111865131 (AG+AA) 0,283 3,184x10 0 0 0,993
Uso HU (sim) * Dominancia NPRL3 3
111865131 (AG+AA) 0,283 6,974x10 0 0 0,993
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominéancia NPRL3 rs11865131 0,283 1,230x10"7 0 0 0,993

(AG+AA)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianga, minimo e maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nas analises preliminares com testes de associacdo encontramos menor VMM
com efeito elevado (p= 0,030 e d= 0,848) para os individuos do grupo HU e portadores
do alelo de menor frequéncia de PPARG 1s709158 (Apéndice B, Tabela 50). Nao
encontramos diferenca nos modelos de recessividade (Apéndice C, Tabela 51). Também
foram realizadas analises de regressdo logistica binaria (método Enter) e bindria multipla
(métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a presenca dos
polimorfismos de PPARA 1s4253747, PPARG 1510865710, PPARG 1s709158, PPARD
152016520 e NPRL3 rs11865131 (em modelo de dominancia), ou a co-heranca de alfa-tal

em predizer o risco de VMM acima de 170 cm/s. Embora o modelo tenha sido
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significativo para o PPARD rs2016520 (P[x?] Modelo ndo ajustado=0,025), a regressio
ndo alcancou significancia (OR= 2,704x10%; IC: 0- oo; p= 0,993). Os demais modelos

nao foram significativos (Tabela 13).

Tabela 13 - Andlise por regressao, dos individuos com AF em relacdo a VMM, no modelo
genético de dominancia para os polimorfismos PPARA 154253747, PPARG rs10865710
e 15709158, PPARD rs2016520 ¢ NPRL3 rs11865131, ou a co-heranga de alfa-tal,
ajustados para terapia com HU, sexo e idade

e P[] IC
Varidvel Modelo OR Min-Max P
VMM: >170
Regressao logistica bindria
Idade (meses) 0,772 0,997 0,979 1,016 0,773
Sexo (feminino) 0,261 2,647 0,458 15,304 0,277
Uso HU (sim) 0,201 3,587 0,4 32,149 0,254
Alfa-tal 0,670 0,632 0,069 5,746 0,683
Dominéncia PPARA 1s4253747
(AT+AA) 0,696 0,717 0,136 3,779 0,695
Dominancia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,929 1,079 0,205 5,675 0,929
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,352 0,385 0,043 3,465 0,395
Dominancia PPAé{%rs2016520 (CC+ 0,025 2.704x10°% 0 o 0.993
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,377 0,463 0,08 2,677 0,390
Variavel independente: Alfa-tal Regressao logistica binaria multipla
Idade (meses) 0,249 0,994 0,973 1,015 0,559
Sexo (feminino) 0,249 0,968 0 oo 1,000
Uso HU (sim) 0,249 4,189x10"7 0 ) 0,997
Delecdo Alfa-tal (com delegdo) 0,249 2,005x10"8 0 00 0,997
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,249 5,262 0 ) 1,000
Sexo (feminino) * Alfa-tal 0,249 4,806x107° 0 00 0,999
Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,249 1,109x10-1° 0 0 0,997
N N .
Sexo (feminino) Itislo HU (sim) * Alfa 0,249 4,416x10°7 0 w 0,999
Variavel independente: PPARA N , . . A
54253747 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,279 9,331x107° 0 o0 0,998
Uso HU (sim) 0,279 1,003 0,053 18,997 0,998
Idade (meses) 0,279 0,998 0,977 1,019 0,85
Dominancia PPARA rs4253747 9
(AT+AA) 0,279 9,807x10 0 ) 0,997

Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,279 1,025x10"8 0 © 0,998
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+8
14253747 (AT+AA) 0,279 1,070x10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Dominédncia PPARA
154253747 (AT+AA) 0,279 0,986 0 * 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARA rs4253747 0,279 2,255 0 00 1,000
(AT+AA)
Varidvel lr;;lf 3862;1;;1 Je: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,265 1,043x108 0 00 0,998
Uso HU (sim) 0,265 0,783 0,043 14,241 0,868
Idade (meses) 0,265 0,992 0,97 1,015 0,502
Dominancia PPARG rs10865710 3
(CG+GG) 0,265 1,369x10 0 0 0,998
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,265 1,126x10"8 0 0 0,998
Sexo (feminino) * Dominédncia PPARG 7
110865710 (CG+GG) 0,265 9,532x10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
rs10865710 (CG+GG) 0,265 1,211 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs10865710 0,265 3,285 0 00 1,000
(CG+GG)
Variavel m(::,%;f se; te: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,154 0,95 0 o0 1,000
Uso HU (sim) 0,154 6,480x10"7 0 0 0,997
Idade (meses) 0,154 0,996 0,976 1,016 0,668
Dominancia PPARG rs709158 8
(AG+GG) 0,154 1,367x10 0 0 0,997
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,154 4.282 0 o0 1,000
Sexo (feminino) * Dominéncia PPARG 9
1709158 (AG+GG) 0,154 8,269%10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG 16
1709158 (AG+GG) 0,154 1,007x10 0 0 0,996
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs709158 0,154 3,728x10"7 0 00 0,999
(AG+GQG)
Varidvel mi;%i%‘;;:;te: PPARD Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,196 1,280x108 0 o0 0,997
Uso HU (sim) 0,196 0,712 0,04 12,785 0,818
Idade (meses) 0,196 0,997 0,977 1,018 0,775
Dominancia PPA]CQ%rs2O 16520 (CC + 0.196 131710 0 o 0,998
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,196 4,146x10"8 0 0 0,997
VN A
Sexo (feminino) * Dominancia PPARD 0.196 7.886x10"7 0 w 0,999

rs2016520 (CC + CT)
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Uso HU (sim) * Dominancia PPARD

152016520 (CC + CT) 0.196 1,460 0 » 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominéancia PPARD rs2016520 (CC + 0,196 2,394x107° 0 0 0,999
CT)
Varidvel u;;lle lp se : sdle3n1te: NPRL3 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,337 8,166x107° 0 00 0,997
Uso HU (sim) 0,337 0,622 0,033 11,718 0,751
Idade (meses) 0,337 0,992 0,969 1,015 0,487
Dominancia NPRL3 rs11865131 9
(AGHAA) 0,337 8,593x10 0 0 0,997
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,337 4,345x10"8 0 0 0,997
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3 .8
111865131 (AG+AA) 0,337 1,384x10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,337 1,660 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,337 0,307 0 o 1,000

(AG+AA)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nao foram encontrados modelos significativos nas analises de regressao logistica
binaria (método Enter) e bindria multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a
idade, o sexo, a terapia HU e a presenca dos polimorfismos de PPARA rs4253747,
PPARG 1510865710, PPARG 15709158, PPARD rs2016520 e NPRL3 rs11865131 em
modelo de dominancia, ou a co-heranga de alfa-tal para predizerem a chance de

ocorréncia de transfusao (Tabela 14).

Tabela 14 - Analise por regressao, dos individuos com AF em relacao a transfusao, no
modelo genético de dominancia para os polimorfismos de PPARA rs4253747, PPARG
rs10865710 e rs709158, PPARD rs2016520 e NPRL3 rs11865131, ou a co-heranga de
alfa-tal, ajustados para terapia com HU, sexo e idade

Varidvel 1\4%?10 OR Min-Mix P
Ocorréncia de Transfusao
Regressao logistica binaria
Idade (meses) 0,072 0,992 0,983 1,001 0,079
Sexo(feminino) 0,768 1,154 0,446 2,985 0,768
Uso HU (sim) 0,309 1,651 0,622 4,379 0,314
Alfa-tal 0,057 0,183 0,022 1,519 0,116

Dominancia PPARA rs4253747

(AT+AA) 0,275 0,587 0,226 1,529 0,276




Dominancia PPARG rs10865710

(CG+GG) 0,869 1,083 0,419 2,798 0,869
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,244 0,537 0,184 1,567 0,255
Dominancia PP Aéa%rszomszo CC+ o702 1,224 0437 3,427 0,701
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,869 0,923 0,357 2,384 0,869
Variavel independente: Alfa-tal Regressao logistica binaria multipla
Idade (meses) 0,068 0,990 0,980 0,999 0,037
Sexo (feminino) 0,068 0,450 0,083 2,442 0,355
Uso HU (sim) 0,068 0,739 0,179 3,053 0,676
Alfa-tal 0,068 2,525%108 0 0 0,995
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,068 3,909 0,445 34,298 0,219
Sexo (feminino) * Alfa-tal 0,068 2,191 0 00 1,000
Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,068 1,407 0 00 1,000
TN N i
Sexo (feminino) Itjaslo HU (sim) * Alfa 0,068 1,133x107 0 o 0.997
Variavel independente: PPARA ~ T
rs4253747 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,225 0,121 0,01 1,454 0,096
Uso HU (sim) 0,225 0,444 0,066 2,979 0,403
Idade (meses) 0,225 0,992 0,982 1,002 0,106
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,225 0,181 0,015 2,160 0,177
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,225 28,413 1,061 761,164 0,046
Sexo (feminino) * Dominancia PPARA
14253747 (AT+AA) 0,225 17,897 0,463 691,946 0,122
Uso HU (sim) * Dominancia PPARA
14253747 (AT+AA) 0,225 4,504 0,209 97,195 0,337
Sexo(feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARA rs4253747 0,225 0,031 0 2,989 0,136
(AT+AA)
Variavel independente: PPARG ~ e e o
510865710 Regressao logistica binaria multipla
Sexo(feminino) 0,125 2,524x108 0 0 0,990
Uso HU (sim) 0,125 0,482 0,077 2,997 0,434
Idade (meses) 0,125 0,991 0,981 1,001 0,068
Dominéncia PPARG rs10865710
(CG1GG) 0,125 0,366 0,044 3,008 0,350
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,125 6,330x10"7 0 el 0,990
Sexo (feminino) * Dominédncia PPARG 7
110865710 (CG+GG) 0,125 6,423x10 0 0 0,990
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
1$10865710 (CG+GG) 0,125 2,226 0,139 35,715 0,572
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs10865710 0,125 3,562x108 0 0 0,990

(CG+GG)
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Varidvel independente: PPARG Regressao logistica binaria multipla

rs709158
Sexo (feminino) 0,272 0,24 0,031 1,880 0,174
Uso HU (sim) 0,272 0,791 0,149 4,195 0,783
Idade (meses) 0,272 0,99 0,98 1,001 0,074
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,272 0,527 0,062 4,514 0,559
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,272 8,972 0,716 112,449 0,089
Sexo (feminino) * Dominéancia PPARG
1709158 (AG+GG) 0,272 5,678 0,139 231,247 0,359
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
1709158 (AG+GG) 0,272 0,678 0,038 11,972 0,791
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs709158 0,272 0,146 0,001 15,158 0,417
(AG+GQG)
Variavel independente: PPARD ~ L . e
s2016520 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,391 0,348 0,049 2,447 0,289
Uso HU (sim) 0,391 0,885 0,169 4,641 0,885
Idade (meses) 0,391 0,992 0,982 1,002 0,100
Dominancia PPAI(’:{%rs2016520 (CC+ 0391 1,555 0.178 13,629 0.69
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,391 5,075 0,415 62,105 0,204
Sexo (feminino) * Dominancia PPARD
12016520 (CC + CT) 0,391 2,695 0,071 102,027 0,593
Uso HU (sim) * Dominancia PPARD
152016520 (CC + CT) 0,391 0,491 0,027 9,078 0,632
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARD rs2016520 (CC + 0,391 1,006 0,009 107,040 0,998
CT)
Variavel independente: NPRL3 ~ e e g
511865131 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,502 0,358 0,046 2,759 0,324
Uso HU (sim) 0,502 0,488 0,075 3,158 0,452
Idade (meses) 0,502 0,992 0,983 1,002 0,102
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,502 0,587 0,073 4,743 0,617
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,502 6,786 0,416 110,813 0,179
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3
111865131 (AG+AA) 0,502 1,429 0,048 42,163 0,836
Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3
111865131 (AG+AA) 0,502 2,291 0,146 35,929 0,555
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,502 0,661 0,009 46,832 0,849

(AG+AA)
Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds

ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).




94

Foram realizadas andlises de regressao logistica bindria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a
presenca dos polimorfismos de PPARA 1s4253747, PPARG rs10865710, PPARG
rs709158, PPARD rs2016520 e NPRL3 rs11865131 em modelo de dominancia, ou a co-
heranca de alfa-tal para predizer a chance de estar em regime de transfusdo. Foram
encontrados modelos significativos ndo ajustados, quando avaliados terapia com HU
(p[¥*] modelo ndo ajustado=0,022) e co-heranga de alfa-tal (p[¥’] modelo nio
ajustado=0,09). Porém, os resultados das regressdoes nao foram significativos. Também
encontramos modelo ajustado (método Enter) significativo para PPARA rs4253747 (p[*]
modelo ajustado= 0,016), mas os resultados da regressdo nao alcangaram significancia.
Os demais modelos ndo foram significativos (Tabela 15). Pelo método Forward, foi
encontrado um modelo significativo (p[¥?] modelo ajustado = 0,048), entretanto os

resultados da regressdo ndo apresentaram significancia.

Tabela 15 - Andlise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo a regime de
transfusdo, no modelo genético de dominancia para os polimorfismos de PPARA
154253747, PPARG 1510865710 e rs709158, PPARD 152016520 e NPRL3 rs11865131,
ou a co-heranca de alfa-tal, ajustados para terapia com HU, sexo e idade

. P[] IC
Variavel Modelo OR Min-Max P
Regime de transfusio presente
Regressao logistica binaria
Idade (meses) 0,630 1,003 0,991 1,016 0,631
Sexo (feminino) 0,524 1,573 0,389 6,357 0,525
Uso HU (sim) 0,022 7,556 0,897 63,645 0,063
Alfa-tal 0,090 5,669x108 0 0 0,993
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,129 0,333 0,077 1,444 0,142
Dominancia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,753 1,250 0,31 5,047 0,754
Dominancia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,977 1,022 0,234 4,457 0,977
Dominéancia PPAg%rSZOMSZO (CC+ 0,621 0,667 0,128 3,480 0.631
Dominéncia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,693 1,324 0,328 5,345 0,694
Variavel independente: Alfa-tal Regressdo logistica binaria multipla
Idade (meses) 0,260 1,003 0,99 1,017 0,625
Sexo (feminino) 0,260 2,353%x10™7 0 o0 0,995
Uso HU (sim) 0,260 7,610x10"7 0 0 0,995

Alfa-tal 0,260 1,151 0 0 1,000
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Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,260 5,710x108 0 0 0,995
Sexo feminino) * Alfa-tal 0,260 4,310x108 0 00 0,999
Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,260 1,322x108 0 0 0,999
TN N i
Sexo (feminino) It,;slo HU (sim) * Alfa 0.260 1,719%10*7 0 o 0.999
Varidvel mr(lzgesggil;te: PPARA Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,016 1,031 0 o0 1,000
Uso HU (sim) 0,016 2,551x10"8 0 0 0,997
Idade (meses) 0,016 1,004 0,988 1,020 0,639
Dominancia PPARA rs4253747
(AT+AA) 0,016 0,859 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,016 4,143 0 o0 1,000
Sexo (feminino) * Dominancia PPARA 3
154253747 (AT+AA) 0,016 1,014x10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Dominancia PPARA
154253747 (AT+AA) 0,016 0,517 0 * 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARA rs4253747 0,016 2,062x10°17 0 0 0,997
(AT+AA)
Variavel 11;;1;3 gggg;{l Je: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,382 1,038 0 00 1,000
Uso HU (sim) 0,382 6,238x10"7 0 0 0,996
Idade (meses) 0,382 1,005 0,991 1,019 0,469
Dominéncia PPARG rs10865710
(CG+GG) 0,382 0,996 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,382 1,302 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Dominancia PPARG 7
110865710 (CG+GG) 0,382 3,190x10 0 0 0,998
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG
1510865710 (CG+GG) 0,382 1,013 0 °O 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARG rs10865710 0,382 3,621x10® 0 00 0,998
(CG+GG)
Variavel m(::,%;{l se; te: PPARG Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,277 1,070 0 0 1,000
Uso HU (sim) 0,277 7,207x10"7 0 0 0,996
Idade (meses) 0,277 1,002 0,986 1,019 0,786
Dominéncia PPARG rs709158
(AG+GG) 0,277 1,049 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,277 1,204 0 o0 1,000
Sexo (feminino) * Dominédncia PPARG 7
1709158 (AG+GG) 0,277 6,283x10 0 0 0,998
N A .
Uso HU (sim) * Dominancia PPARG 0277 0,589 0 o 1,000

rs709158 (AG+GGQG)
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Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *

Dominancia PPARG rs709158 0,277 2,124x108 0 00 0,998
(AG+GG)
Variavel ln:ls;[())ell;c;;l(;te: PPARD Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,348 2,474x1077 0 o 0,995
Uso HU (sim) 0,348 1,030x10"8 0 0 0,995
Idade (meses) 0,348 1,008 0,994 1.022 0,285
Dominéancia PPAg%r52016520 (CC+ 0,348 1,090 0 o 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,348 3,922x108 0 o0 0,995
Sexo (feminino) * Dominancia PPARD 8
12016520 (CC + CT) 0,348 3,051x10 0 0 0,998
Uso HU (sim) * Dominancia PPARD
152016520 (CC + CT) 0,348 0,271 0 i 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia PPARD rs2016520 (CC + 0,348 1,021x10*8 0 0 0,998
CT)
Variavel 111;116: lpse 2 Sdle;’nlte: NPRL3 Regressao logistica binaria multipla
Sexo (feminino) 0,269 3,324x10%7 0 00 0,996
Uso HU (sim) 0,269 7,757x10%7 0 0 0,996
Idade (meses) 0,269 1,006 0,992 1,021 0,373
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,269 0,827 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,269 1,571x108 0 0 0,996
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3 3
111865131 (AG+AA) 0,269 2,983%10 0 0 0,998
Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,269 0,716 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,269 1,900x10*® 0 o 0,998

(AG+AA)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Méx: intervalo de confiang¢a, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.4.2 Correlacao parcial dos parametros hematolégicos, bioquimicos e velocidade
média maxima do doppler transcraniano com os polimorfismos ajustado para

terapia com HU

Quando aplicado o teste de correlagdo parcial controlando o efeito da terapia de
HU (Tabelas 16, 17 e 18), encontramos as seguintes correlagdes: fraca positiva entre a

presenga do polimorfismo rs2016520 de PPARD e mondcitos (r=0,271; p=0,004); fraca
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negativa entre o rs4253747 de PPARA e HbF (1=-0,215; p= 0,039) e fraca negativa entre
015709158 de PPARG e LDH (r=-0,257; p=0,033).

Tabela 16 - Correlagdo dos parametros hematoldgicos dos individuos com anemia
falciforme com as variantes e ajustado para terapia com HU

Polimorfismo/Variavel Hb Ht HCM | VCM LG Neu Mon Pla
NPRL3 rs11865131 r | 0,088 0,022 0,122 | 0,029 | 0,082 0,080 | -0,110 | -0,035
p| 0,360 0,823 0,207 | 0,767 | 0,396 0,417 0,255 0,716
r | -0,083 -0,114 0,094 | 0,079 | 0,015 | -0,046 | 0,085 | -0,047
PPARA rs4253747
p| 0,390 0,238 0,334 | 0,417 | 0,877 0,643 0,380 | 0,630
r | -0,043 -0,021 0,055 | 0,099 | -0,176 | -0,139 | -0,094 | -0,052
PPARG rs10865710
p| 0,659 0,829 0,571 | 0,303 | 0,069 0,155 0,333 0,593
r | 0,034 0,021 0,117 | 0,102 | 0,115 0,137 | -0,040 | -0,120
PPARG rs709158
p| 0,723 0,828 0,227 | 0,292 | 0,237 0,161 0,678 0,218
r | -0,003 -0,009 0,095 | 0,041 | 0,006 0,028 0,271 | -0,032
PPARD 152016520
p| 0975 0,923 0,327 | 0,672 | 0,952 0,775 0,004 | 0,740

Nota: Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume
corpuscular médio; LG: leucometria global; Neu: neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 17 - Correlagdo dos parametros hematologicos e bioquimicos dos individuos com
anemia falciforme com as variantes e ajustado para terapia com HU

Polimorfismo/Variavel HbF Ret Fe Fer BT BD BI LDH

r | -0,121 | 0,046 | -0,134 | -0,045 0,124 0,140 | 0,111 0,070
p | 0250 | 0,637 | 0,196 0,664 0,301 0,245 0,358 | 0,569

NPRL3 rs11865131

r | -0,215 | -0,087 | 0,008 | -0,045 0,031 | -0,044 | 0,038 | 0,129
PPARA 154253747

p | 0,039 0,374 | 0,938 0,663 0,798 0,714 0,751 0,289

r | 0,037 0,141 0,119 0,078 0,031 0,004 0,031 | -0,042
PPARG rs10865710

p | 0,723 0,148 | 0,251 0,451 0,799 0,975 0,795 0,733

r | 0,053 | -0,011 | -0,109 | -0,053 0,016 0,111 0,002 | -0,257

PPARG rs709158

p | 0,613 0,910 | 0,295 0,605 0,892 0,358 0,986 0,033

r | 0,002 0,014 | 0,111 -0,117 -0,009 | 0,079 | -0,020 | 0,129
PPARD rs2016520

p| 0987 | 0,888 | 0,283 0,256 0,940 0,512 | 0,866 | 0,291

Nota: HbF: hemoglobina fetal; Ret: reticulocitos; Fe: ferro; Ferr: ferritina; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 18 - Correlagdo dos parametros lipidicos e velocidade média maxima dos
individuos com anemia falciforme com as variantes e ajustado para terapia com HU

Polimorfismo/Variavel | APOA1 | APOB | LDL CT HDL TG NHDL | VMM

r| 0,071 0,078 | -0,006 | -0,001 | 0,047 | -0,033 | -0,017 -0,025

NPRL3 rs11865131
p| 0,555 0,517 | 0,959 0,992 | 0,695 0,781 0,889 0,821

0,028 | -0,157 | -0,141 | -0,122 | 0,031 | -0,004 | -0,129 -0,053
0,818 0,188 | 0,238 | 0,307 | 0,794 | 0,972 | 0,281 0,631

-

PPARA 1s4253747

= o

PPARG 1510865710

-0,079 | -0,176 | -0,053 | -0,065 | -0,055 | 0,004 | -0,046 | -0,034
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p| 0512 | 0139 | 0,659 | 0,589 | 0,646 | 0,971 | 0,700 | 0,761

r | -0,094 |-0,077 | -0,078 | -0,047 | -0,037 | 0,095 | -0,034 -0,186
PPARG 15709158

p| 0435 | 0,520 | 0,516 | 0,694 | 0,760 | 0,427 | 0,779 0,091
r | -0,024 | -0,161 | -0,055 | -0,098 | -0,011 | -0,105 | -0,088 | -0,170
p| 0843 | 0,176 | 0,649 | 0,412 | 0,929 | 0,378 | 0,463 0,122

PPARD 152016520

Nota: APOA1: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL:
lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina
de alta densidade; TG: triglicerideos; VMM: velocidade média maxima.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.5 ANALISES DO SNP rs4253747 (T/A) DE PPARA COM VARIAVEIS
LABORATORIAIS

Quando avaliado o efeito da variante rs4253747 (T/A) do gene PPARA no modelo
de dominancia, foi encontrada menor quantidade de plaquetas (p= 0,036), com efeito
pequeno (d=0,478247) no grupo NHU que portava os genotipos AT ou AA. Para o grupo
HU que portava os genotipos AT ou AA, as bilirrubinas total e indireta (p= 0,039),

apresentaram maiores niveis, com efeito moderado em ambas as varidveis (Tabela 19).

Tabela 19 - Avaliagao do efeito genético de dominancia do alelo de menor frequéncia da
variante 154253747 do gene PPARA nos parametros laboratoriais

Efeito de dominincia Efeito
Parametros Grupos TT AT + AA
laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
NHU 21 7,97 (1,20) 29 7,93 (1,44) 0,927
Hb g/dL HU 22 8,82 (1,09) 38 8,43 (1,43) 0,1742
Todos | 43 8,40 (1,21) 67 8,21 (1,45) 0,479
NHU 21 23,94 (3,77) 29 23,34 (4,00) 0,9532
Ht % HU 22 26,76 (3,49) 38 25,58 (4,13) 02112
Todos | 43 25,38 (3,86) 67 24,61 (4,20) 0,337
NHU 21 32,08 (14,19) 29 29,82 (2,63) 0,4092
HCM pg HU 22 32,49 (3,79) 38 33,23 (4,20) 0,498!
Todos | 43 32,29 (10,15) 67 31,75 (3,96) 0,3892
NHU 21 88,87 (9,68) 29 89,80 (7,00) 0,694!
VCM fL HU 22 98,68 (10,70) 38 100,75 (10,77) 0,475
Todos | 43 93,89 (11,25) 67 96,01 (10,75) 0,323!
NHU 16 11,58 (7,25) 20 8,91 (5,61) 0,1682
HbF % HU 21 18,10 (15,72) 36 12,78 (6,53) 0,2932
Todos | 37 15,28 (13,03) 56 11,40 (6,44) 0,2022
NHU 21 13026,10(3757,65) | 28 12642,18 (3205,71) | 0,298!
LG /mm? HU 22 9516,36 (2801,15) 38 10072,26 (2853,18) | 0,467
Todos | 43 11230,42 (3714,59) | 66  11162,53 (3246,64) | 0,920!
Neu /mm? NHU 20 6918,90(3243,27) | 27  7024,15(2597,58) | 0,902!
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HU 22 5458,55(2637,72) | 38  5297,13(2417.49) | 0,810
Todos | 42  6153,95(2997,19) | 65  6014,51 (2618,29) | 0,755
NHU |21 302,81 (251,96) 28 372,79 (252,49) 0,3172
Mon /mm? HU 22 244,96 (134,82) 38 251,50 (159,82) 0,8062
Todos | 43 273,21 (200,43) 66 302,95 (211,35) 0,7402

S R A R - R
Plagmm) | MU |22 GSore |38 (gha0ns | 0650
Todos |43 (0950 |6 (avaerio | 098I
NHU |21 5,92 (2,97) 28 5,14 (4,05) 0,1512
Ret (%) HU 21 4,96 (2,85) 38 4,56 (3,27) 0,3342
Todos | 42 5,44 (2,92) 66 4,81 (3,60) 0,0852
NHU |21 85,06 (35,23) 21 86,90 (53,49) 0,5712
Fe HU 20 93,29 (34,39) 34 92,12 (47,92) 0,5912
Todos | 41 89,07 (34,63) 55 90,13 (49,69) 0,5362
NHU |21 157,07 (147,32) 21 293,79 (529,21) 0,678
Fer pg/L HU 21 358,95 (380,92) 34 189,95 (182,99) 0,0722
Todos |42 258,01 (302,99) 55 229,60 (356,07) 0,2322
NHU |15 3,54 (1,70) 20 3,22 (1,46) 0,5212

BT mg/dL HU 13 1,41 (0,76) 24 1,97 (0,88) 0,039 | 0,623
Todos | 28 2,55 (1,71) 44 2,54 (1,32) 0,6612
NHU | 15 0,68 (0,20) 20 0,60 (0,14) 0,185!
BD (mg/dL) HU 13 0,42 (,20) 24 0,48 (0,14) 0,302
Todos | 28 0,56 (0,24) 44 0,54 (0,15) 0,590!
NHU |15 2,85 (1,63) 20 2,61 (1,45) 0,5872

BI mg/dL HU 13 0,98 (0,59) 24 1,49 (0,80) 0,039 ;)’72 P
Todos | 28 1,99 (1,56) 44 2,00 (1,26) 0,5642
NHU |14 596,86 (143,93) 19 644,89 (219,42) 0,481
LDH U/L HU 13 453,69 (178,25) 24 504,79 (159,25) 0,378!
Todos | 27 527,93 (174,18) 43 566,70 (198,69) 0,408!
NHU | 14 99,50 (13,97) 20 102,35 (10,23) 0,1042
’ﬁ’g‘?&l HU 13 109,08 (14,39) 26 107,35 (11,58) 0,687
Todos | 27 104,11 (14,73) 46 105,17 (11,18) 0,729!
NHU | 14 60,14 (9,70) 20 57,50 (17,36) 0,6101
(I‘;ZEE) HU 13 75,69 (21,56) 26 67,04 (16,45) 0,1711
Todos | 27 67,63 (18,01) 46 62,89 (17,34) 0,3522
NHU | 14 62,97 (17,63) 20 61,43 (18,56) 0,6912
LDL mg/dL HU 13 82,51 (25,85) 26 72,43 (16,19) 0,216
Todos | 27 72,38 (23,73) 46 67,65 (17,93) 0,526
NHU | 14 119,43 (14,76) 20 116,65 (20,20) 0,274?
CT mg/dL HU 13 137,77 (27,79) 26 129,73 (18,52) 0,4892
Todos | 27 128,26 (23,51) 46 124,04 (20,14) 0,5072
NHU | 14 37,79 (8,72) 20 36,20 (6,95) 0,9862

HDL mg/dL

HU 13 38,46 (5,67) 26 40,65 (6,03) 0,1502
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Todos | 27 38,11 (7,28) 46 38,72 (6,75) 0,281

NHU | 14 94,07 (41,11) 20 95,05 (54,16) 0,823

TG mg/dL HU |13 84,15 (30,46) 26 83,15 (30,48) 0,941
Todos | 27 89,30 (36,04) 46 88,33 (42,31) 0,868

NHU | 14 81,79 (14,76) 20 80,45 (20,56) 0,377

NHDLmg/dL | HU | 13 99,31 (31,22) 26 89,0385 (18,26) | 0,202
Todos | 27 90,22 (25,27) 46 85,30 (19,55) 0,457

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematécrito; HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase. 1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nos resultados das analises do efeito de rs4253747 no modelo de recessividade,
os participantes homozigotos para o alelo de menor frequéncia (genotipo AA)
apresentavam menores indices de APOB (p= 0,029 e d= 0,4114 — efeito pequeno),
reticuldcitos (p= 0,019 e d = 0,661604 — efeito moderado) e quantidade maior de
mondcitos (p= 0,040 e d= 0,504476 efeito moderado). As demais varidveis nao

mostraram significancia com os modelos genéticos (Tabela 20).

Tabela 20 - Avaliacao do efeito genético de recessividade do alelo de menor frequéncia
da variante rs4253747 do gene PPARA nos parametros laboratoriais

Efeito de recessividade Efeito
Parametros TT + AT AA
laboratoriais Média (dp) N Média (dp) P d
Hb g/dL 94 8,27 (1,18) 16 8,37 (2,17) 0,866!
Ht % 94 25,00 (3,65) 16 24,40 (6,12) 0,709
HCM pg 94 32,01 (7,44) 16 31,66 (3,92) 0,8522
VCM fL 94 95,65 (10,83) 16 92,42 (11,61) 0,2332
HbF % 81 13,36 (10,02) 12 10,13 (7,37) 0,1352
LG /mm? 93 11301,99 (3357,19) 16 (2%52?;52365; 0,410!
Neu /mm? 91 6153,03 (2786,88) 16 5592,69 (2636,61) 0,3322
Mon /mm? 93 278,65 (204,28) 16 364,31 (212,08) 0,040? 0,411
Plaimm' 9% Gtawos 16 (Geoosen 6
Ret % 92 5,34 (3,42) 16 3,38 (2,42) 0,019? 0,662
Fe mcg/dL 84 90,07 (41,76) 12 86,91 (57,59) 0,370?
Fer pg/L 85 261,84 (350,04) 12 100,68 (76,25) 0,064>
BT mg/dL 57 2,54 (1,52) 15 2,55 (1,30) 0,7342

BD mg/dL 57 0,56 (0,19) 15 0,51 (0,16) 0,343!
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BI mg/dL 57 1,98 (1,42) 15 2,05 (1,22) 0,593
LDH U/L 55 547,38 (178,83) 15 567,73 (229,88) 0,715
APOA1 mg/dL 58 105,00 (13,20) 15 103,93 (9,78) 0,771"
APOB mg/dL 58 66,48 (17,10) 15 57,53 (18,36) 0,029 0,504
LDL mg/dL 58 71,44 (20,20) 15 61,49 (18,97) 0,052
CT mg/dL 58 127,26 (21,34) 15 119,20 (21,05) 0,106
HDL mg/dL 58 38,47 (7,11) 15 38,60 (6,27) 0,758
TG mg/dL 58 86,93 (33,11) 15 95,47 (60,37) 0,989
NHDL mg/dL 58 88,83 (21,35) 15 80,53 (23,01) 0,077

Nota: n nimero de individuos; dp: desvio padrao; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase. 1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Realizamos analises de associacao entre portadores do gendtipo TT e os genotipos
AT +AA comparando os grupos sem ou com terapia de HU. Os resultados encontram-se
no Apéndice D (Tabela 52).

Foram realizadas analises de regressao logistica binaria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU ¢ a
presenca do polimorfismo rs4253747 de PPARA, em modelo de dominancia, sdo capazes
de predizer os niveis de BT, BI, Pla e HbF (variaveis significativas nas analises de
associacao e correlagdao, no modelo de dominancia) dos individuos com AF (Tabela 21).

Os resultados apontam modelo significativo em predizer os niveis de BT (P[y’]
modelo ajustado=0,039). O modelo mais simplificado e, significativo, incluiu as
variaveis: terapia com HU (p=0,99), idade (p=0,06) e dominancia para PPARA (p=0,01).
Dessa forma, o modelo sugere que a presenca do alelo de menor frequéncia da variante
rs4253747 de PPARA aumenta em 11 vezes (1044,7%) o risco de chance de encontrar
niveis altos de BT (Estimativa: 2,438; OR: 11,447; IC: 1,754-74,72), em relacdo aos que
ndo apresentam a variante A no genoétipo. Entre os modelos de regressao nao ajustados, o
uso de HU mostrou significancia para BT (P[x*] modelo ndo ajustado=<0,001), entretanto,
ndo alcangou significancia estatistica (p=0,992) (Tabela 21).

A analise revelou um modelo estatisticamente significativo apenas na regressao
logistica bindria, especificamente para a terapia com HU (P[¥*] modelo ndo ajustado <

0,001), em relagao aos niveis de BI. Os individuos com AF em terapia com HU possuem
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uma probabilidade de 92% menor de apresentarem niveis elevados de BI (>0,9)
(Estimativa: -2,531; OR: 0,08; IC: 0,017-0,382; p=0,002) (Tabela 21). Nao encontramos
modelos significativos para plaquetas (Tabela 21).

Quando os niveis de HbF foram analisados por regressao logistica binaria,
encontramos um modelo significativo (P[y?] modelo ajustado = 0,037), que apontou o
sexo (Estimativa: 3,004; OR=20,173; 1C:1,425-285,624; p=0,026) e a terapia com HU
(Estimativa:  2,231; OR=9,308; IC:1,190-72,842; p=0,034) como variaveis

influenciadoras positivas para aumento dos niveis de HbF (Tabela 21).

Tabela 21 - Analise por regressao dos individuos com AF em relagdo aos niveis de BT,
BI e Plaquetas no modelo genético de dominancia para o rs 4253747 de PPARA ajustado
para terapia com HU, sexo e idade

P[Xz] P[X2]
Variavel Modelo | OR ndo IC 6 | Modelo OR IC
nao | ajustada Min-Méx P . ajustada Min-Max P
. ajustado
ajustado
Bilirrubina Total: > 1,2 mg/dL
Uso HU 6| 7,519% 2 | 1,368x .
(sim) <0,001 102 0 0 0,992 | 0,039 10 0 ) 0,99
Dominancia
PPARA 6 , 7
54253747 0,071 3,333 0,875 12,695 | 0,078 | 0,039 | 11,447 | 1,754 | 74,72 | 0,01
(AT+AA)
Idade 0,128% | 1,014 |0,995| 1,033 | 0,143 | 0,0397 | 1,028 |1,000| 1,058 | 0,06’
(meses)
Bilirrubina Indireta: > 0,9 mg/dL
U(ss‘; IS)U <0,001°| 0,08 |0,017| 0,382 | 0,002| 0,058 | 0,058 | 0,01 | 033 |0,001"
Dominéncia
PPARA 6 7 .
54253747 0,268 1,842 | 0,626 | 5,422 | 0,267 | 0,058 3,645 | 0,93 | 14,29 | 0,064
(AT+AA)
Idade 0,076 1,014 0,998 | 1,029 | 0,081 | 0,058” | 1,018 {0,999 | 1,038 | 0,069’
(meses)
Plaquetas: > 390.000,00 /mm?
Dominancia
PPARA 6 4 3,067 8
154253747 0,739 0,849 0,322 | 2,236 | 0,74 0,1 <108 0 o 0,993
(AT+AA)
SPTX(.) 0,195° | 0,537 {0,208 | 1,388 | 0,199 | 0,17 6’93_Z 0 o0 0,993%
(feminino) x10
Idade 0,616° | 0,998 |0,988 | 1,007 | 0,617 | 0,17 1,001 [0,991 | 1,012 |0,788%
(meses)
US(? HU 0,361° | 0,641 |0,244 | 1,683 | 0,367 | 0,17 7’84_2X 0 ) 0,993%
(sim) 10
Hemoglobina Fetal: > 10 %
Dominéncia 6 8
PPARA 0,638 0,818 |0,355| 1,887 | 0,638 | 0,037 0,914 | 0,102 | 8,199 | 0,936
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rs4253747
(AT+AA)

Idade
(meses)

0,969 | 1,000 |0,992| 1,008 | 0,969 | 0,037% | 0,999 | 0,99 | 1,008 | 0,823

Sexo
(feminino)

Uso HU
(sim)
Dominancia
PPARA
154253747
(AT+AA) *
Sexo
(feminino)
Dominancia
PPARA
rs4253747
(AT+AA) *
Uso HU
(sim)
Dominancia
PPARA
rs4253747
(AT+AA) *
Sexo
(feminino) *
Uso HU
(sim)
Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razdo de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianca, minimo e maximo; 6: Regressdo
logistica binaria, método Enter, 7: Regressao logistica multipla, método Forward, 8: Regressao

logistica multipla, método Enter.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

0,1526 | 1,828 {0,797 | 4,196 | 0,155 | 0,037% | 20,173 | 1,425 (285,624 | 0,026

0,063 | 2,227 10,951 | 5,214 | 0,065 | 0,037 | 9,308 | 1,190 | 72,834 | 0,034

0,037% | 0,454 | 0,016 | 13,066 | 0,645

0,037% | 0,899 |0,059 | 13,713 | 0,939

0,037% | 1,490 | 0,025 | 89,569 | 0,849

Foram realizadas andlises de regressao logistica binaria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a
presenca do polimorfismo rs4253747 de PPARA, em modelo de recessividade, predizem
os niveis de mondcitos, reticulocitos e APOB (variaveis significativas nas analises de
associac¢do, no modelo de recessividade) dos individuos com AF (Tabela 22).

Encontramos modelo de regressdo logistica bindria significativo para niveis de
Mon quando avaliada a terapia com HU (P[x*] modelo ndo ajustado=0,01); entretanto, o
resultado da regressao nao foi significativo (p=0,994). Para APOB, um modelo de
regressdo logistica binaria foi significativo para HU (P[x*] modelo ndo ajustado=0,002);

entretanto, o resultado da regressao ndo foi significativo (p=0,995) (Tabela 22).
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Tabela 22 - Anélise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
monadcitos, reticuldcitos € APOB no modelo genético de recessividade para o rs 4253747
de PPARA e ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Variavel

P[]
Model
0 nao
ajustad
0

OR ndo
ajustada

IC

Min-Max

Py’
Modelo
ajustad

0

OR
ajustada

IC

Min-Max

Monécitos: > 800 /mm3

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA)

0,581

2,000

0,195

20,520

0,56

0,422

3,596

0,188

68,629

0,395

Idade (meses)

0,587

0,994

0,974

1,015

0,591

0,422

0,994

0,973

1,014

0,538

Uso HU (sim)

0,01

1,317x 10
8

0

0

0,994

0,422

2,145% 108

0,996

Sexo
(feminino)

0,896

1,143

0,155

8,420

0,896

0,422

2,102

0,173

25,612

0,56

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * uso
HU (sim)

0,422

0,319

1,000

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Sexo
(feminino)

0,422

2,419% 107

0,999

Uso HU (sim)
* Sexo
(feminino)

0,422

0,503

1,000

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Uso
HU (sim) *
Sexo
(feminino)

0,422

3,616x10*8

0,999

Reticuldcitos: > 1,

5 %

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA)

0,195

0,357

0,082

1,557

0,17

0,274

2,011x10"

0,995

Sexo
(feminino)

0,674

1,327

0,352

4,997

0,676

0,274

3,550

0,337

37,448

0,292

Uso HU (sim)

0,758

1,227

0,334

4,512

0,758

0,274

4,558

0,436

47,641

0,205

Idade (meses)

0,912

0,999

0,986

1,012

0,912

0,274

0,999

0,985

1,013

0,905

Recessividade
PPARA
154253747
(AA) * Sexo
(feminino)

0,274

2,387x107

0,994
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Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Uso
HU (sim)

0,274

2,911 x10?

0,994

Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim)

0,274

0,119

0,004

3,617

0,222

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim)

0,274

7,515x1071

0,993

APOB: > 90 mg/dL

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA)

0,654

0,619

0,069

5,574

0,669

0,149

0,915

1,000

Idade (meses)

0,57

0,994

0,971

1,016

0,574

0,149

0,996

0,971

1,022

0,782

Sexo
(feminino)

0,14

3,393

0,613

18,775

0,162

0,149

1,060

1,000

Uso HU (sim)

0,002

1,869%10*
8

0

0,995

0,149

1,242x10*8

0,997

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Sexo
(feminino)

0,149

0,87

1,000

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Uso
HU (sim)

0,149

8,364x107

0,999

Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim)

0,149

1,933

1,000

Recessividade
PPARA
rs4253747
(AA) * Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim)

0,149

2,409%108

0,999

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razéo de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianga, minimo e maximo; 6: Regressao
logistica binaria, método Enter, 7: Regressao logistica multipla, método Forward, 8: Regressdo
logistica multipla, método Enter.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Nao encontramos diferencas significativas quando analisamos os genotipos de

rs10865710 no modelo aditivo e no modelo de domindncia para os parametros

laboratoriais avaliados neste estudo (Tabela 23).

Tabela 23 - Avaliagdo do efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia da variante
rs10865710 do gene PPARG nos parametros laboratoriais

Efeito de dominancia de rs10865710 Efeito
Parametros Grupos CC CG + GG

laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
NHU 26 7,95 (1,47) 24 7,94 (1,20) 0,966!
Hb g/dL HU 31 8,67 (1,11) 29 8,47 (1,53) 0,2862
Todos 57 8,34 (1,32) 53 8,23 (1,40) 0,672!
NHU 26 23,56 (4,07) 24 23,63 (3,76) 0,977>
Ht % HU 31 26,18 (3,25) 29 25,83 (4,57) 0,728!
Todos 57 24,99 (3,85) 53 24,83 (4,33) 0,844!
NHU 26 29,02 (3,29) 24 32,67 (12,93) 0,140?
HCM pg HU 31 33,06 (3,85) 29 32,84 (4,29) 0,835!
Todos 57 31,22 (4,11) 53 32,76 (9,16) 0,507>
NHU 26 87,62 (7,82) 24 91,34 (8,22) 0,108!
VCM fL HU 31 99,81 (9,89) 29 100,19 (11,67) 0,7062
Todos 57 94,25 (10,83) 53 96,18 (11,09) 0,357!
NHU 20 9,14 (4,82) 16 11,29 (8,03) 0,5822
HbF % HU 29 14,98 (13,10) 28 14,48 (8,60) 0,798>
Todos 49 12,60 (10,85) 44 13,32 (8,45) 0,5062
NHU 26 13701,85 (3402,92) | 23 11794,83 (3217,54) | 0,173
LG /mm3 HU 31 10040,84 (2792,79) | 29  9684,14 (2893,27) | 0,375
Todos 57 11710,77 (3568,23) | 52 10617,71 (3190,94) | 0,096'
NHU 25 7377,44 (2944,35) | 22 6527,00 (2750,69) | 0,314!
Neu /mm? HU 31 5709,84 (2112,58) | 29  4978,41 (2808,17) | 0,133
Todos 56 6454,30 (2630,03) | 51 5646,43 (2862,50) | 0,131!
NHU 26 358,92 (279,13) 23 324,57 (222,32) 0,9762
Mon (/mm?) HU 31 267,81 (180,66) 29 229,10 (107,86) 0,5012
Todos 57 309,37 (233,16) 52 271,33 (173,21) 0,6712
NHU )26 5333??‘1‘3) 23 ?9934838001’7305) 0,656!
o || SNy ese o
i |9 B o s ogn
Ret % NHU 26 4,72 (2,52) 23 6,33 (4,46) 0,136!
HU 31 4,52 (2,61) 28 4,90 (3,62) 0,927>
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Todos | 57 4,61 (2,55) 51 5,54 (4,04) 0,150
NHU | 21 83,02 (46,34) 21 88,94 (44,03) 0,597

Fe meg/dL HU 29 85,97 (30,47) 25 100,20 (53,83) | 0,561
Todos | 50 84,73 (37,54) 46 95,06 (49,39) 0,486°

NHU | 21 158,10 (256,35) | 21 292,76 (486,16) | 0,801

Fer pg/L HU 29 259,44 (312,16) | 26 248,94 (256,73) | 0,395
Todos | 50 216,88 (291,65) | 47 268,52 (372,92) | 0,352

NHU | 17 3,30 (1,43) 18 3,40 (1,70) 0,909°

BT mg/dL HU 20 1,84 (,92) 17 1,70 (,83) 0,752
Todos | 37 2,51 (1,38) 35 2,58 (1,58) 0,817

NHU | 17 0,63 (,16) 18 0,64 (0,18) 0,898!

BD mg/dL HU 20 0,47 (,20) 17 0,45 (,11) 0,649
Todos | 37 0,55 (,20) 35 0,55 (,18) 0,988!

NHU | 17 2,67 (1,44) 18 2,76 (1,62) 0,8582

BI mg/dL HU 20 1,36 (,77) 17 1,26 (,79) 0,6412
Todos | 37 1,96 (1,29) 35 2,03 (1,48) 0,844

NHU | 15 627,40 (208,50) | 18  622,11(179,16) | 0,873

LDH U/L HU 20 508,20 (151,47) | 17 461,71 (182,14) | 0,402
Todos | 35 559,29 (185,21) |35  18521(195,64) | 0,741

NHU | 15 101,47 (10,08) 19 100,95(13,26) | 0,607

APOAl mg/dL | HU 21 108,76 (13,77) 18 106,94 (10,96) | 0,655
Todos | 36 105,72 (12,74) 37 103,86 (12,40) | 0,530'

NHU | 15 57,80 (13,99) 19 59,21 (15,37) 0,784

APOB mg/dL HU 21 74,57 (15,44) 18 64,50 (20,64) 0,090
Todos | 36 67,58 (16,88) 37 61,78 (18,07) 0,069>

NHU | 15 59,00 (13,12) 19 64,48 (21,01) 0,359

LDL mg/dL HU 21 78,52 (17,10) 18 72,60 (23,34) 0,367
Todos | 36 70,39 (18,20) 37 68,43 (22,25) 0,4052

NHU | 15 116,87 (14,56) 19 118,53 (20,63) | 0,973

CT mg/dL HU 21 134,05 (19,03) 18 130,50 (25,48) | 0,3312
Todos | 36 126,89 (19,12) 37 12435(23,58) | 0,389

NHU | 15 38,40 (6,47) 19 35,63 (8,42) 0,228?

HDL mg/dL HU 21 39,19 (6,51) 18 40,78 (5,22) 0,229°
Todos | 36 38,86 (6,41) 37 38,14 (7,42) 0,748?

NHU | 15 98,00 (58,84) 19 92,00 (40,11) 1,000?

TG mg/dL HU 21 81,76 (23,36) 18 85,50 (37,04) 0,855
Todos | 36 88,53 (41,98) 37 88,84 (38,25) 0,8822

NHU | 15 78,60 (15,19) 19 82,89 (20,41) 0,8112

NHDL mg/dL HU 21 94,86 (19,76) 18 89,67 (27,53) 0,2482
Todos | 36 88,08 (19,53) 37 86,19 (24,04) 0,337

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAT1:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
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TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase. 1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para anélise de recessividade de rs10865710 foi encontrada diferencga significativa
para contagem de mondcitos, estando esses reduzidos em individuos de genétipo GG (p=

0,040) e o tamanho do efeito foi moderado (d= 0,728) (Tabela 24).

Tabela 24 - Avaliagdo do efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia da variante
rs10865710 do gene PPARG nos parametros laboratoriais

Efeito de recessividade de rs10865710 Efeito
Parimetros CC+CG GG
laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
Hb g/dL 101 8,25 (1,39) 9 8,70 (,76) 0,343
Ht % 101 24,74 (4,13) 9 26,83 (2,85) 0,140
HCM pg 101 32,11 (7,19) 9 30,33 (4,72) 0,445
VCM fL 101 95,33 (10,57) 9 93,56 (15,27) 0,715
HbF % 86 12,69 (9,81) 7 16,04 (8,96) 0,227
LG /mm?3 100 11320,75 (3466,38) 9 9728,89 (2605,29) 0,183!
Neu /mm? 99 6211,62 (2758,26) 8 4307,38 (2240,12) 0,0932
Mon /mm? 100 301,20 (211,02) 9 180,33 (103,03) 0,040> | 0,728
498330,00 488555,56
Pla /mm? 100 (133571,08) ? (178815,63) 0.838'
Ret % 100 5,21 (3,39) 8 3,10 (2,15) 0,0807?
Fe meg/dL 89 89,68 (44,02) 7 89,66 (42,55) 0,966
Fer pug/L 89 235,71 (341,23) 8 310,81 (220,87) 0,079
BT mg/dL 65 2,63 (1,51) 7 1,77 (0,74) 0,146
BD mg/dL 65 0,54 (0,19) 7 0,57 (0,16) 0,704
BI mg/dL 65 2,08 (1,41) 7 1,20 (0,67) 0,068>
LDH U/L 63 563,06 (189,77) 7 449,86 (162,41) 0,134
APOA1 mg/dL 65 104,51 (12,52) 8 107,00 (13,09) 0,599
APOB mg/dL 65 64,40 (17,03) 8 66,63 (23,14) 0,739!
LDL mg/dL 65 69,11 (19,91) 8 71,73 (24,06) 0,771
CT mg/dL 65 125,37 (20,73) 8 127,50 (27,73) 0,9932
HDL mg/dL 65 38,58 (7,09) 8 37,75 (5,50) 0,839
TG mg/dL 65 88,51 (40,26) 8 90,13 (38,93) 0,860?
NHDL mg/dL 65 86,80 (20,73) 8 89,75 (30,84) 1,000?

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrdao; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito; HCM:
hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG:
leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu: neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe:
ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol
total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: nao
lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta;
BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase. 1: Teste T de Students; 2: U de Mann
Whitney.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Realizamos analises de associacao entre portadores do gendtipo CC e os genotipos
CG + GG no modelo de dominancia de rs10865710 de PPARG comparando os grupos
sem e com terapia com HU. Os resultados encontram-se no Apéndice E (Tabela 53).

Foram realizadas analises de regressdo logistica bindria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a
presenca do polimorfismo rs10865710 de PPARG, em modelo de recessividade, podem
predizer a chance de alteragdo na contagem de monocitos, (varidvel significativa nas
analises de associa¢do, no modelo de recessividade) dos individuos com AF. O modelo
regressdo logistica binario para HU foi significativo (P[y*] Modelo ndo ajustado=0,01),

entretanto, o resultado ndo apresentou significancia (p=0,994) (Tabela 25).

Tabela 25 — Analise por regressdo, dos individuos com AF em rela¢do aos niveis de
mondcitos no modelo genético de recessividade para o rs10865710 de PPARG e ajustado
para sexo, terapia com HU e idade

P[]

Modelo Plx’]
Variavel ndo OR nao IC ¢« |Modelo OR IC 3
. ajustada Min-Max P ajustad | ajustada Min-Max p
ajustad o
0
Mondcitos: > 800 /mm?
Recessividade
PPARG 2,075%10° "
1510865710 0,402 ; 0 o0 0,994 | 0,49 |1,334x10 0 o (0,999
(GG)
Sexo
- 0,896 1,143 0,155 | 8,420 {0,896 | 0,49 1,131 0,144 | 8,878 | 0,907
(feminino)
Idade (meses) | 0,587 0,994 0,974 | 1,015 | 0,591 | 0,49 0,995 10,976 | 1,014 |0,577
Uso HU (sim) | 0,010 | 131771071 ¢ o 10,994 049 [1271x10%| 0 | o [0,996
Recessividade
PPARG
rs10865710 0,49 1,013 0 o 1,000
(GG) * Sexo
(feminino)
Recessividade
PPARG
rs10865710 0,49 |8,466x1077| 0 o 10,999
(GG) * Uso
HU (sim)
Sexo
(Feminino) * 0,49 0,909 0 o 1,000
uso HU (sim)
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Recessividade
PPARG
rs10865710
(GG) * Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim)
Nota: HU: hidroxiureia; p[*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds
ratio (razdo de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianca, minimo e maximo; 6: Regressdo
logistica binaria, método Enter, 7: Regressao logistica multipla, método Forward, 8: Regressao

logistica multipla, método Enter.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

0,49 0,976 0 o 1,000

5.7 ANALISES DO SNP rs709158 (A/G) DE PPARG COM PARAMETROS
LABORATORIAIS

A andlise de dominancia de rs709158 (A/G) mostrou que no grupo HU, portadores
dos genotipos AG ou GG, havia niveis maiores de HbF com efeito pequeno (p= 0,025 e
d= 0,334) e menor contagem de plaquetas com efeito moderado (p= 0,010 e d= 0,723).
Na populacgio total o alelo G foi associado a menores niveis de LDH com efeito moderado
(p=0,042 e d=0,577) (Tabela 26). As demais varidveis ndo mostraram significincia com

os modelos genéticos.

Tabela 26 — Avaliacao do efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia da variante
rs709158 do gene PPARG nos parametros laboratoriais

Efeito de dominancia de rs709158 PPARG Efeito
Parametros | Grupos AA AG + GG
laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
NHU 34 8,02 (1,34) 16 7,78 (1,35) 0,8192
Hb g/dL HU 40 8,45 (1,42) 20 8,82 (1,09) 0,1222
Todos 74 8,25 (1,39) 36 8,36 (1,30) 0,3022
NHU 34 23,76 (3,80) 16 23,24 (4,15) 0,668
Ht % HU 40 25,77 (4,27) 20 26,50 (3,15) 0,327>
Todos 74 24,84 (4,16) 36 25,05 (3,93) 0,801!
NHU 34 31,14 (11,07) 16 29,98 (3,84) 0,950?
HCM pg HU 40 32,58 (4,03) 20 33,70 (4,04) 0,316!
Todos 74 31,92 (8,04) 36 32,05 (4,33) 0,3992
NHU 34 88,54 (7,27) 16 91,25 (9,76) 0,277*
VCM fL HU 40 99,48 (10,89) 20 101,03 (10,50) 0,601!
Todos 74 94,45 (10,83) 36 96,68 (11,18) 0,319!
NHU 22 10,59 (6,81) 14 9,32 (5,97) 0,5972
HbF % HU 39 13,66 (12,20) 18 17,07 (7,69) 0,025 | 0,334
Todos 61 12,55 (10,62) 32 13,68 (7,91) 0,2362
LG /mm? NHU 33 12172,15 (3396,26) | 16 14115,50 (3181,55) | 0,061!
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HU | 40 995225(2883,14) |20 970080 (2764.95) | 0.748'
Todos | 73 1095577 (329647) | 36 11662,89 (3665,78) | 0,313
NHU | 32 652959 (271568) | 15 793887 (3006,09) | 0,116'
Neu /mm? HU | 40  5465.05(244725) |20 5138.85(2592,68) | 07967
Todos | 72 5938,18 (260644) |35 633886 (3074,71) | 0,383
NHU | 33 36542(262.73) | 16 296,13 (22936) | 0,147
Mon /mm?® HU | 40 24123(15571) |20 26486 (140363) | 02722
Todos | 73 29737(21837) |36 27876 (183.00) | 0,794
NHU |33 oo 116 (Gaonosas) | 0091
Pla /mm? HU | 40 (iig:gégﬂg) 20 (‘l‘gzggzgg) 0,010' | 0,723
Todos | 73 00006 |30 (erassze | 0226
NHU | 33 5,64 (4,10) 16 5,13 (2,38) 0,9912
Ret % HU | 39 4,61 (2.73) 20 4,88 (3.81) 0,936
Todos | 72 5,08 (3,44) 36 4,99 (321) 0,938?
NHU | 30 8521 (45.08) | 12 87.92(45.81) | 0.837
Fe meg/dL HU | 35 99.49 (47,74) |19 79,78 (29.80) | 0,147
Todos | 65 92.90 (46,72) |31 82.93(3631) | 0459
NHU | 30 203,17 (353,60) |12  281,08(481,82) | 0371
Fer pg/L HU | 36 29614(29927) |19 17553 (24293) | 00612
Todos | 66  253,88(325.86) |31 21639 (351,09) | 0,092*
NHU | 25 3,31 (1,46) 10 3,46 (1,83) 0,8722
BT mg/dL HU | 24 1,73 (0,85) 13 1,86 (0,94) 0,679"
Todos | 49 2,54 (1,43) 23 2,56 (1,59) 0,9422
NHU | 25 0.62 (0.15) 10 0.68 (0.21) 0,627
BD mg/dL HU | 24 0,45 (0,15) 13 0,49 (0,19) 0,518!
Todos | 49 54(17) 23 57(22) 0,448!
NHU | 25 2,69 (1,43) 10 2,78 (1,77) 0,815
BI mg/dL HU | 24 1,28 (0,76) 13 1,37 (0,82) 0,7902
Todos | 49 2,00 (1,34) 23 1,08 (1,47) 0,828
NHU | 25  638,76(20632) | 8 580,00 (12645) | 0,455'
LDH U/L HU | 24 52246(17807) |13 421.08(11924) | 0,075
Todos | 49 581,80 (199.82) |21 481,62 (142,76) | 0,042' | 0,577
NHU | 26 102,12 (13.06) | 8 98.13 (5.72) 04111
‘ﬁg‘?&l HU | 26 108,81 (11,99 |13 106,15(13,57) | 0,826
Todos | 52 10546 (12.86) | 21 10310 (11,74) | 0469
NHU | 26 58,81 (14,53) 8 5788(1571) | 0877
APOBmg/dL | HU | 26 7200(17,73) |13 65.77(20,00) | 0,159
Todos | 52 6540(1738) | 21 62,76(1848) | 0,565
NHU | 26 63.23 (19,00 8 5828(1432) | 0485
LDLmg/dL | HU | 26 7731(1841) |13 7275(23.80) | 0268
Todos | 52 7030 (19.84) |21 6724(21,53) | 0414
NHU | 26 118,58 (18.86) | 8 11525 (15.54) | 0,618
CT mg/dL HU | 26 133,60 (19.64) | 13 129.85(2682) | 0,338
Todos | 52 126,13 (20.53) | 21 12429(23.85) | 0,506
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NHU | 26 37,50 (8,52) 8 34,75 (34,00) 0,510

HDL mg/dL HU 26 39,77 (5,60) 13 40,23 (6,76) 0,895
Todos | 52 38,63 (7,23) 21 38,14 (6,17) 0,696

NHU | 26 89,58 (36,77) 8 111,13 (76,62) 0,705

TG mg/dL HU 26 83,15 (29,10) 13 84,15 (33,16) 0,670
Todos | 52 86,37 (32,99) 21 94,43 (53,80) 0,961

NHU | 26 81,15 (19,28) 8 80,50 (15,06) 0,921

NHDL mg/dL | HU 26 93,88 (21,07) 13 89,62 (28,42) 0,255
Todos | 52 87,52 (21,00) 21 86,14 (24,18) 0,439

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrao; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOATL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase.

Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nao foram encontradas diferencas significativas com os genétipos de rs709158
em andlise de recessividade nos pardmetros laboratoriais avaliados nesse estudo (Tabela

27).

Tabela 27 - Avaliagdo do efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia da variante
rs709158 do gene PPARG nos parametros laboratoriais

Efeito de recessividade de rs709158 PPARG Efeito
Parametros AA +AG GG

laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
Hb g/dL 103 8,27 (1,37) 7 8,50 (1,12) 0,670"
Ht % 103 24,90 (4,11) 7 25,14 (3,63) 0,877
HCM pg 103 32,00 (7,23) 7 31,34 (2,69) 0,9372
VCM fL 103 95,12 (11,24) 7 96,14 (5,27) 0,699
HbF % 88 13,08 (9,95) 5 10,40 (4,73) 0,6952
LG /mm? 102 11224,85 (3457,67) | 7 10671,43 (3035,19) 0,681"
Neu /mm?® 100 6042,45 (2802,08) 7 6452,00 (2203,84) 0,623
Mon /mm3 102 291,23 (207,57) 7 291,17 (209,13) 0,762
e
Ret % 101 4,97 (3,20) 7 6,23 (5,30) 0,339!
Fe mcg/dL 89 89,55 (43,89) 7 91,28 (44,43) 0,916
Fer pg/L 90 241,14 (321,47) 7 251,71 (488,43) 0,1812
BT mg/dL 99 2,57 (1,48) 5 1,72 (1,30) 0,432
BD mg/dL 99 0,55 (0,18) 5 0,46 (0,37) 0,776
BI mg/dL 99 2,02 (1,38) 5 1,27 (0,93) 0,414?
LDH U/L 68 553,72 (188,95) 2 484,50 (265,17) 0,770?
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APOAI mg/dL 71 104,86 (12,63) 2 102,00 (9,90) 0,829
APOB mg/dL 71 64,21 (17,63) 2 80,00 (9,90) 0,171"
LDL mg/dL 71 68,88 (20,25) 2 87,60 (9,90) 0,160
CT mg/dL 71 125,04 (21,26) 2 145,50 (21,92) 0,195
HDL mg/dL 71 38,54 (7,00) 2 37,00 (1,41) 0,880°
TG mg/dL 71 88,24 (39,83) 2 104,50 (53,03) 0,575
NHDL mg/dL 71 86,52 (21,67) 2 108,50 (20,51) 0,195

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrao; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito; HCM:
hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG:
leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe:
ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol
total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: nao
lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta;
BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Realizamos anélises de associagdo entre portadores do gendtipo AA e os
gendtipos AG + GG no modelo de dominancia de rs709158 de PPARG comparando os
grupos sem e com terapia com HU. Os resultados encontram-se no Apéndice F (Tabela
54).

Para predizer se a idade, o sexo, a terapia HU e a presenca do polimorfismo
rs709158 de PPARG alteram os niveis de HbF, LDH ou contagem de plaquetas (variaveis
significativas nas analises de associagdo e correlagdo, no modelo de dominancia), foram
realizadas analises de regressao logistica binaria (método Enter) e binaria multipla
(métodos Enter e Forward).

Os resultados apontam modelo significativo (P[¥?] modelo ajustado = 0,018) no
qual individuos em terapia com HU apresentam uma chance de aproximadamente 6,6
vezes (562,7%) maior de aumento nos niveis de HbF em comparacdo com aqueles que
ndo estavam em terapia (Estimativa: 0,801; OR: 6,627; 1C1,33-33,015; p=0,021).
Contudo, para as demais varidveis do modelo, ndo foram encontradas significancias
(Tabela 28). Os modelos de regressao logistica binaria e bindria multipla (método
Forward) revelaram significancia (p[x’] modelo=0,034) em que ha aproximadamente
91,5% de chance de niveis reduzidos de LDH (Estimativa: -1,242; OR:0,289; 1C:0,085-
0,984; p=0,047) nos individuos com o alelo G do polimorfismo rs709158 de PPARG no
modelo genético de dominancia, em relagcdo aos que nao possuiam a variante (Tabela 28).
Portanto, o alelo G ¢ um protetor para niveis altos de LDH. Nao encontramos modelos

significativos para plaquetas.
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Tabela 28 - Analise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
hemoglobina fetal, plaquetas, Velocidade Média Méaxima e LDH no modelo genético de
dominancia para o rs709158 de PPARG, ajustado para sexo, terapia com HU e idade

P[XZ] . P[XZ]

Variavel MO? clo O.R nao , 1c . p | Modelo | OR ajustada
ndo |ajustada| Min-Méx .

ajustado

ajustado

IC
Min-Méax p

Hemoglobina Fetal: > 10 %

Dominéancia
PPARG
rs709158
(AG+GQG)
Idade
(meses)
Sexo
(feminino)
Uso HU
(sim)

0,4316 | 1,414 |0,595] 3,362 | 0,433 | 0,018’ 0,477 0,041 | 5,613 |0,556

0,969¢ 1 0,992 1,008 | 0,969 | 0,018’ 0,997 0,987 1,007 {0,541

0,152 | 1,828 |0,797| 4,196 | 0,155| 0,0187 6,46 0,967 43,178 |0,054

0,063 | 2,227 0,951 5,214 | 0,065 | 0,0187 6,627 1,33 | 33,015 | 0,021
Plaquetas: > 390.000,00 /mm?

Dominéancia
PPARG
rs709158
(AG+GQG)
Idade
(meses)
Sexo
(feminino)
Uso HU
(sim)

0,064° | 0,403 |0,155| 1,049 | 0,063 | 0,228 0,263 0,02 | 3,375 |0,305

0,616% | 0,998 |0,988| 1,007 | 0,617 | 0,228° 0,997 0,986 | 1,008 |0,608

0,195¢ | 0,537 |0,208] 1,388 | 0,199 | 0,228° 0,208 0,02 | 2,122 |0,185

0,361¢ | 0,641 |0,244| 1,683 | 0,367 | 0,228° 0,395 0,037 | 4,253 0,444

Dominéancia
PPARG
rs709158
(AG+GG) *
Sexo
(feminino)

0,2288 7,050 0,193 (257,947 | 0,288

Dominancia
PPARG
rs709158
(AG+GQG) *
Uso HU
(sim)
Sexo
(feminino) *
Uso HU
(sim)
Dominéancia
PPARG
1s709158
(AG+GQG) *
Sexo
(feminino) *
Uso HU
(sim)

0,228% 1,728 0,073 | 41,078 {0,735

0,2288 4,473 0,247 81,095 0,311

0,228% 0,035 0 2,826 0,135

LDH: > 610 U/L




115

Dominancia

PPARG
1709158
(AG+GG)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds

ratio (razdo de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo e maximo; 6: Regressao

logistica binaria, método Enter, 7: Regressao logistica multipla, método Forward, 8: Regressao

logistica multipla, método Enter.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

0,034° | 0,289 |0,085| 0,984 | 0,047 | 0,0347 0,289 0,085 | 0,984 |0,047

5.8 ANALISES DO SNP 152016520 (T/C) DE PPARD COM PARAMETROS
LABORATORIAIS

Nao encontramos diferengas significativas para as variaveis laboratoriais com os

modelos de gendtipos analisados de rs2016520 (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29 - Avaliagdo do efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia da variante
152016520 do gene PPARD nos parametros laboratoriais

Efeito de dominancia de rs2016520 PPARD Efeito
Parametros Grupos TT CC+CT
laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d

NHU 37 8,02 (1,43) 13 7,75 (1,03) 0,535¢
Hb g/dL HU 39 8,51 (1,41) 21 8,69 (1,16) 0,8102
Todos 76 8,27 (1,43) 34 8,33 (1,19) 0,840!
NHU 37 23,74 (4,12) 13 23,16 (3,21) 0,647
Ht % HU 39 25,92 (4,18) 21 26,19 (3,46) 0,8342
Todos 76 24,86 (4,27) 34 25,03 (3,64) 0,836!
NHU 37 30,97 (10,78) 13 30,21 (2,74) 0,3942
HCM pg HU 39 32,73 (4,18) 21 33,38 (3,81) 0,558!
Todos 76 31,87 (8,09) 34 32,17 (3,74) 0,1802
NHU 37 89,22 (8,83) 13 89,95 (6,09) 0,782!
VCM fL HU 39 99,67 (11,18) 21 100,60 (9,97) 0,7512
Todos 76 94,58 (11,33) 34 96,53 (10,07) 0,346
NHU 27 10,70 (6,93) 9 8,28 (4,48) 0,387!
HbF % HU 36 14,33 (8,24) 21 15,42 (14,86) 0,8432
Todos 63 12,78 (7,87) 30 13,28 (12,99) 0,708
NHU 37 1283592 (3627,63) | 12 12716,67 (2824,51) 0,918!
LG /mm? HU 39 9786,05(2700,32) | 21  10021,43 (3101,96) 0,761
Todos 76 11270,86 (3516,52) | 33  11001,52 (3238,79) 0,708!
NHU 35  6917,54(2879,88) | 12 7159,67 (2906,22) 0,803!
Neu /mm? HU 39 5351,62(2516,58) | 21 5365,05 (2470,28) 0,7392
Todos 74 6092,26 (2789,11) | 33 6017,64 (2736,03) 0,898!
NHU 37 301,81 (196,35) 12 469,17 (357,77) 0,1742

Mon /mm?
HU 39 217,46 (101,76) 21 307,87 (202,77) 0,121
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Todos | 76 258,53 (159,85) | 33 366,52 (275,51) 0,073
T R S

T T O i S e A
Todos |76 agnrn | B Geisren | O

NHU | 37 5,32 (2,94) 12 5,95 (5,33) 0,605

Ret % HU | 38 4,78 (3,44) 21 4,56 (2,46) 0,981
Todos | 75 5,05 (3,19) 33 5,064 (3,74) 0,679

NHU | 32 84,19 (41,23) 10 91,70 (56,73) 0,873

Fe mog/dL HU | 34 88,15 (41,47) 20 100,05 (45,73) 0,375
Todos | 66 86,23 (41,08) 30 97,27 (48,83) 0,382

NHU | 32 208,20(31428) | 10 280,55 (589,71) 0,716

Fer pg/L HU |35  32025(334,59) | 20 139,38 (90,35) 0,059
Todos | 67 266,73 (327.48) | 30 186,44 (343,30) 0,232

NHU | 25 3,49 (1,74) 10 3,02 (0,91) 0,733

BT mg/dL HU | 24 1,68 (0,79) 13 1,95 (1,01) 0,382
Todos | 49 2,60 (1,63) 23 2,41 (1,09) 0,918

NHU | 25 0,63 (0,18) 10 0,67 (0,14) 0,525

BD mg/dL HU |24 0,46 (0,17) 13 0,47 (0,14) 0,902
Todos | 49 0,54 (0,20) 23 0,55 (0,17) 0,844!

NHU | 25 2,86 (1,69) 10 2,35 (0,89) 0,602

BI mg/dL HU | 24 1,22 (0,68) 13 1,48 (0,92) 0,404
Todos | 49 2,06 (1,53) 23 1,86 (,99) 0,918

NHU |23 623,13(197,93) | 10 627,70 (180,28) 0,951

LDH UL HU |24 461,71 (162,6) 13 533,23 (168,17) 0,214!
Todos | 47 540,70 (196,27) | 23 574,30 (176,11) 0,489

NHU |23 100,52 (13,18) 11 102,55 (8,59) 0,188

ﬁg%il HU |25 108,64 (12,91) 14 106,64 (11,86) 0,636
Todos | 48  104,75(13,53) | 25 104,84 (10,55) 0,977'

NHU | 23 60,17 (15,24) 11 55,27 (13,12) 0,367'

r‘?ll; %E HU |25 71,68 (19,08) 14 66,79 (17,63) 0,435
Todos | 48 66,17 (18,12) 25 61,72 (16,56) 0,309!

NHU | 23 61,91 (19,02) 11 62,38 (16,26) 0,744

LDL mg/dL HU |25 76,78 (21,06) 14 74,01 (19,09) 0,686
Todos | 48 69,66 (21,27) 25 68,90 (18,50) 0,963

NHU |23 119,13 (18,92) 11 115,00 (16,28) 0,663

CT mg/dL HU |25  133,28(23,76) 14 130,86 (19,22) 0,746
Todos | 48 126,50 (22,51) | 25 123,88 (19,37) 0,7407

NHU | 23 37,04 (7,82) 11 36,45 (7,59) 0,445

HDL mg/dL HU | 25 39,72 (5,15) 14 40,29 (7,31) 0,965
Todos | 48 38,44 (6,64) 25 38,60 (7,53) 0,576

NHU |23 100,87 (53,03) 11 81,64 (36,19) 0,214?

TG mg/dL HU |25 83,92 (33,83) 14 82,71 (23,02) 0,696
Todos | 48 92,04 (44,43) 25 82,24 (28,87) 0,519

NHU | 23 82,09 (19,73) 11 78,73 (14,96) 0,800
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NHDL HU |25 93522509 | 14 90,57 (21,06) 0,712!
mg/dL Todos | 48  88,04(23,17) | 25 85,36 (19,22) 0,727

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito;, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOATL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase.

Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 30 - Avaliagdo do efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia da variante
152016520 do gene PPARD nos parametros laboratoriais

Efeito de recessividade de rs2016520 Efeito
Parametros CT+TT CcC

laboratoriais N Média (dp) N Média (dp) P d
Hb g/dL 107 8,30 (1,37) 3 8,00 (0,80) 0,712!
Ht % 107 2491 (4,12) 3 2483 (1,77) 0,973!
HCM pg 107 31,94 (7,11) 3 32,70 (2,43) 0,4822
VCM fL 107 | 95,00(1095) | 3 101,67 (10,50) 03112
HbF % 91 13,07 (9,80) 2 7,15 (4,74) 0,328
LG /mm?® 106 (13215%2()) 3 | 1166667 (2650,16) | 0,808!
Neu /mm?® 104 | 603639 (2760,67) | 3 | 7208,00(304621) | 0,499
Mon /mm?® 106 | 292.86(20926) | 3 233,33 (53,00) 0,9652
| o | || e s
Ret % 105 5,02 (3,98) 3 6,13 (2,49) 0,3872
Fe meg/dL 93 89,52 (4343) | 3 94,47 (62,13) 0,9842
Fer pg/L o4 | 24319(33731) | 3 | 20147(14631) | 0,614
BT mg/dL 71 2,55 (1,48) I () 09172
BD mg/dL 71 05424 (0,18) | 1 — () 01112
BI mg/dL 71 2,00 (1,38) I () 0,833
LDH U/L 69 | 55419(189,54) | 1 — () 0,2862
APOAI mg/dL | 72 | 10490 (12,56) | 1 () 0,5212
APOB mg/dL 7 64,46 (17,67) | 1 () 0,466°
LDL mg/dL 7 69,06 (20,16) | 1 — () 0,329°
CT mg/dL 7 12536 2144) | 1 () 0,5212
HDL mg/dL 7 38,56 (6,93) I — () 0,466
TG mg/dL 7 88,89 (40,09) | 1 () 0,9322
NHDL mg/dl. | 72 86,82 (21,80) | 1 () 0,3842

N: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito; HCM:
hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG:
leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu: neutrdfilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe:
ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol
total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: nao
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lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta;
BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase; Teste T de Students; 2: Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Realizamos analises de associacdo entre portadores do gendtipo TT e os genotipos
TC + CC no modelo de dominancia de rs2016520 de PPARD comparando os grupos sem
e com terapia com HU. Os resultados encontram-se no Apéndice G (Tabela 55).

Nao houve modelo significativo para as analises de regressao logistica binaria
(método Enter) e binaria multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o
sexo, a terapia HU e a presenga do polimorfismo PPARD rs2016520 (em modelo de
dominancia) podem predizer a chance de alterar niveis de monodcitos (varidvel

significativa nas analises de correlagdo) dos individuos com AF (Tabela 31).

Tabela 31- Analise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
monocitos no modelo genético de dominancia para o rs2016520 de PPARD, ajustado para
sexo, terapia com HU e idade
P[XZ] R P[XZ]
Varigvel | Modelo | ORnao |y e |0 I Modelo | . PR | 1c Min-Max | p
nao ajustada . ajustada
. ajustado
ajustado

Monécitos: > 800 /mm3

Dominancia
PPARD
1s2016520
(CC+CT)
Idade (meses)| 0,587¢ 0,994 10,974| 1,015 0,591 | 0,125% 0,996 0,972 | 1,020 |0,722

Uso HU 1,317x10"
(sim) 8

0,401° | 2,387 0,322(17,715/0,395| 0,125% | 7,351x10" | 0,000 | oo 0,998

0,010° 0,000| o |0,994| 0,125% 0,923 0,000 0 1,000

Sexo
(feminino)
Dominéancia
PPARD
152016520
(CC+CT) *
Uso HU
(sim)
Dominéancia
PPARD
rs2016520
(CC+CT) *
Sexo
(feminino)
Uso HU
(sim) * Sexo 0,125% | 3,959x10 | 0,000 ) 0,999
(feminino)

0,896° 1,143 |0,155| 8,420 {0,896 | 0,125% | 2,704x10%® | 0,000 | o 0,998

0,125% | 1,574x10? | 0,000 o (0,999

0,125% |5,544x107'8 | 0,000 o 10,998




119

Dominancia
PPARD
rs2016520
(CC+CT)*
Uso HU
(sim) * Sexo
(feminino)

0,125% {1,613x10"171 0,000 | o

0,999

Nota: HU: hidroxiuréia; p[¥?]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds
ratio (razéo de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianca, minimo e maximo; 6: Regressdo
logistica binaria, método Enter, 7: Regressdo logistica multipla, método Forward, 8: Regressao
logistica multipla, método Enter.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.9 ANALISES DA CO-HERANCA DE ALFA-TAL COM PARAMETROS

LABORATORIAIS

Foram encontradas diferengas significativas para menores valores de VCM e

HCM entre os individuos portadores de alfa-tal, com efeito elevado na maioria dos grupos

de estudo. Também encontramos redu¢ao nos niveis de LDH entre os individuos em

terapia com HU e co-heranca de alfa-tal, com efeito elevado. Os demais parametros nao

alcangaram significancia (Tabela 32).

Tabela 32 - Comparagao dos perfis bioquimico e hematoldgico dos individuos com AF e

co-heranca de alfa-tal

Genotipos Efeito
Parametros | Grupos Sem delecao Co-heranca de Alfa:tal
laboratoriais : Uma ou duas‘deleqoes p d
N Média (dp) N Média (dp)
NHU 38 7,97 (1,45) 12 7,87 (0,92) 0,816!
Hb g/dL HU 51 8,58 (1,40) 9 8,53 (0,76) 0,926!
Todos | 89 8,32 (1,45) 21 8,15 (0,90) 0,615!
NHU 38 23,48 (4,20) 12 23,96 (2,75) 0,474?
Ht % HU 51 25,95 (4,05) 9 26,37 (3,23) 0,771"
Todos | 89 24,89 (4,27) 21 24,99 (3,14) 0,906!
NHU 38 31,83 (10,5) 12 27,42 (1,55) 0,001> | 0,588
HCM pg HU 51 33,57 (3,93) 9 29,5 (2,84) 0,006> | 1,187
Todos | 89 32,82 (7,47) 21 28,31 (2,38) <0,001> | 0,814
NHU 38 91,32 (8,35) 12 83,35 (2,93) <0,001' | 1,274
VCM fL HU 51 101,64 (10,45) 9 90,67 (6,80) 0,004 | 1,244
Todos | 89 97,23 (10,85) 21 86,49 (6,08) <0,001% | 1,221
NHU 30 10,12 (6,75) 10,00 (5,04) 0,8202
HbF % HU 48 15,23 (11,76) 12,10 (5,41) 0,654>
Todos | 78 13,26 (10,39) 15 11,26 (5,19) 0,826
Ret % NHU 38 5,95 (3,79) 11 3,85(2,39) 0,090!
HU 50 4,81 (3,19) 9 4,10 (2,67) 0,6352
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Todos | 88 5,10 (3,49) 20 3,96 (2,46) 0,142
NHU | 38  13049,50 (3529,07) | 11  11968,00 (3014,10) | 0,276
LG /mm® HU | 51  985894(2872,76) | 9  9922,22(2683,64) | 0,951
Todos | 89  11221,20 (3527,67) | 20  11047,40 (2983,99) | 0,822
NHU | 37  7190,30 (2542,81) | 10  6198,90(3871,67) | 0,336
Neu /mm? HU | 51  535643(2500,97) | 9  5355,67(2499,16) | 0,999'
Todos | 88  6127,49 (2664,43) | 19  5799,47(3233,87) | 0,683
NHU | 38 360,97 (257,66) 11 280,00 (231,80) 0,1472
Mon /mm’ HU | 51 251,28 (155,92) 9 236,78 (117,38) 0,959
Todos | 89 298,11 (211,43) | 20 260,55 (185,93) 0,3092
NHU |38 ooy |1 (3w | 05
Pamm' | HU | S Jhoeror |9 (s | 057
Todos | 89 eotess |20 (aeessy | 03T
NHU | 34 84,09 (42,49) 94,00 (55,88) 0,912
Fe meg/dL HU | 46 93,02 (38,77) 89,88 (66,05) 0,3312
Todos | 80 89,23 (40,38) 16 91,94 (59,14) 0,599
NHU | 34 241,18 (430,73) 8 158,49 (96,26) 0,289
Fer pg/L HU | 47 249,94 (290,21) 8 281,13 (266,43) 0,648
Todos | 81 246,26 (353,52) 16 219,81 (203,62) 0,361
NHU | 25 3,55 (1,65) 10 2,87 (1,19) 0,529
BT mg/dL HU | 31 1,85 (0,92) 6 1,41 (0,39) 0,481
Todos | 56 2,61 (1,55) 16 2,32 (1,20) 0,725
NHU | 25 0,65 (0,16) 10 0,60 (0,20) 0,372!
BD mg/dL HU | 31 0,46 (0,17) 6 0,45 (0,14) 0,808!
Todos | 56 0,55 (0,19) 16 0,54 (0,19) 0,865
NHU | 25 2,89 (1,60) 10 2,27 (1,21) 0,4392
BI mg/dL HU | 31 1,38 (0,81) 6 0,96 (0,36) 0,363
Todos | 56 2,06 (1,43) 16 1,78 (1,16) 0,626
NHU | 24 644,33 (193,26) 9 571,67 (180,60) 0,336

LDH UL HU | 31 507,94 (171,38) 6 377,83 (63,76) 0,004' | 1,006
Todos | 55 567,45 (192,06) 16 494,13 (172,48) 0,1172
NHU | 24 99,83 (10,15) 10 104,40 (15,17) 0,539
‘ﬁ’;&l HU | 32 107,25 (12,69) 7 111,00 (11,45) 0,477
Todos | 56  104,0714(12,15) | 17 107,12 (13,78) 0,383
NHU | 24 59,33 (14,70) 10 56,80 (14,88) 0,651'
r‘?llg) %]E HU | 32 70,19 (17,54) 7 68,71 (23,98) 0,852
Todos | 56 65,54 (17,12) 17 61,71 (19,41) 0,436
NHU | 24 61,38 (18,80) 10 63,72 (16,47) 0,401
LDLmg/dL | HU | 32 76,59 (20,08) 7 72,11 (21,77) 0,601
Todos | 56 70,07 (20,80) 17 67,18 (18,67) 0,629
NHU | 24 117,75 (18,34) 10 117,90 (17,99) 0,897
CT mg/dL HU | 32 133,28 (22,09) 7 128,43 (22,85) 0,604
Todos | 56 126,63 (21,82) 17 122,24 (20,16) 0,430
HDL mg/dL | NHU | 24 36,13 (6,56) 10 38,60 (9,97) 0,867



121

HU | 32 39,75 (6,08) 7 40,71 (5,53) 0,530
Todos | 56 38,20 (6,49) 17 39,47 (8,28) 0,839

NHU | 24 101,63 (54,68) 10 77,90 (23,51) 0,341

TG mg/dL HU | 32 84,69 (29,89) 7 78,00 (32,69) 0,440°
Todos | 56 91,95 (42,73) 17 77,94 (26,68) 0,248

NHU | 24 81,71 (18,50) 10 79,30 (18,16) 0,696

Elgzi HU | 32 93,50 (23,20) 7 87,71 (26,037) 0,562
Todos | 56 88,45 (21,94) 17 82,76 (21,40) 0,222

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase.

1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As anélises de associagdo combinando a terapia de HU com os grupos de
individuos com ou sem co-heranca de alfa-tal estdo apresentadas no Apéndice H (Tabela
56).

Foram realizadas anélises de regressdo logistica binaria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e co-
heranga de alfa-tal, podem predizer a chance de alteragdao nos valores de HCM, VCM e
LDH (variaveis significativas nas analises de associacao) dos individuos do estudo. Os
resultados apontaram modelo significativo em predizer os niveis de HCM <26,5 (p[)’]
modelo=0,005) onde individuos com co-heranga de alfa-tal tém 6,6 vezes maior chance
de niveis mais baixos de HCM se comparados aos que nao apresentam alfa-tal
(Estimativa: 1,893; OR: 6,640; 1C:1,795-24,56; p=0,005). Encontramos um modelo de
regressdo logistica bindria significativo para predizer niveis de VCM (p[x*] modelo nio
ajustado=0,049) e uso de HU, entretanto, o resultado da regressdo ndo alcangou
significancia. Os demais modelos ndo apresentaram significancia para VCM e LDH

(Tabela 33).

Tabela 33 - Analise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de HCM,

VCM e LDH em relagdo a co-heranca de alfa-talassemia, ajustado para sexo, terapia com
HU e idade
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2 plx’]
plx] ~ Model
Variavel Modelo QR nao IC P o . OR IC P
ndo |ajustada| Min-Max aiustad ajustada Min-Max
ajustado !

0

HCM: < 26,5 pg

Alfa-tal (sim) | 0,005 | 6,640 |1,795|24,560| 0,005 | 0,005 6,640 1,795 24,560 | 0,0057

VCM: <80 fL

Alfa-tal (sim) | 0,875 0,84 | 0,09 | 7,593 | 0,877 | 0,095 4,335 0,2 192,292 (10,3478

Idade (meses) | 0,077 | 0,984 | 0,97 | 1,003 | 0,096 | 0,095 0,982 0,96 | 1,001 |0,069%

Uso HU (sim) | 0,049 | 0,153 | 0,02 | 1,351 | 0,091 | 0,095 | 2,423x10®% | 0 o |0,996%

Sexo
(feminino)
Alfa-tal (sim)

* Uso HU 0,095 0,195 0 o0 1,0008
(sim)
Alfa-tal (sim)

* Sexo 0,095 |8,159x101°| 0 o [0,997%
(feminino)
Uso HU (sim)
* Sexo 0,095 |6,539x10" | 0 o 10,9968
(feminino)
Alfa-tal (sim)
* Uso HU
(sim) * Sexo
(feminino)

0,303 | 2,426 | 0,43 |13,829| 0,318 | 0,095 6,127 0,51 | 73,277 0,1528

0,095 36,598 0 00 1,0008

LDH > 610,00 U/L

Idade (meses) | 0,558 1,004 |0,99 |1,018 [0,559 | 0,134 1,001 0,99 | 1,016 |0,894%

Sexo

- 0,104 0,441 (0,16 | 1,202 |0,11 0,134 1,149 0,18 | 7,171 |0,8828
(feminino)

Uso HU (sim) | 0,063 0,394 |0,15 |1,066 |0,067 | 0,134 0,676 0,16 | 2,844 |0,5938

Alfa-tal (sim) | 0,108 0,348 0,09 |1,374 |0,132 | 0,134 1,817 0,14 | 24,523 0,6538

Sexo
(feminino) * 0,134 0,353 0,03 | 3,781 | 0,398
Uso HU (sim)

Sexo
(feminino) * 0,134 0,086 0 3,446 |0,1938
Alfa-tal (sim)

Uso HU (sim)
* Alfa-tal 0,134 | 1,724x10%| 0 o |0,9943
(sim)

Sexo
(feminino) *
Uso HU (sim) 0,134 28,705 0 o 0,9993
* Alfa-tal
(sim)
Nota: HU: hidroxiureia, 6: Regressdo logistica binaria, método Enter, 7: Regressdo logistica
multipla, método Forward, 8: Regressao logistica multipla, método Enter.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5.10 ANALISES DO SNP rs11865131 (G/A) DE NPRL3 COM PARAMETROS
LABORATORIAIS

Quando analisados os gendtipos de NPRL3 para a variante rs11865131 em
modelos de codominancia foram evidenciadas diferencgas nos niveis de Hb (p=0,001) e
do hematécrito (p= 0,035). A presenga do alelo A no genotipo aumenta os niveis de Hb e

hematocrito (Tabela 34 e figuras 22 e 23).

Tabela 34 - Analise dos genoétipos da variante rs11865131 do gene NPRL3 em todos os
participantes do estudo

Variaveis G.G AG A.A p
N Média dp N M¢édia dp N  Média dp
Hb 52 8,14 1,31 49 8,16 1,26 | 9 9,84 1,31 0,0013
Ht 52 24,71 4,06 49 24,51 3,83 9 28,23 4,35 0,0353

N: nimero de individuos; dp: desvio padrao; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito; 3: ANOVA; 4:
KRUSKAL WALLIS.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 22 - Representagdo grafica das andlises dos gendtipos da variante regulatéria
rs11865131 dos genes HBA1/HBA2 em relagdo aos niveis de hematocrito e hemoglobina
dos participantes do estudo

Hematocrito

Hemoglobina

14 p=0,001 45 p=0,035
[ ]
13
40 °
12
[ ]

11 - 35 °
10 30

9

7 20

3

c - 15

4 10

HAs WA BGG Hara WA WG

Teste ANOVA.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na analise de modelo genético de dominancia, individuos sem terapia de HU e de
genotipo AG ou AA apresentavam maiores niveis de Hb (p= 0,037 com efeito moderado)
e de APOA1 (p= 0,029 com efeito moderado). Entre os individuos que utilizavam HU e
de genotipo AG ou AA maiores niveis de BT (p= 0,042) e BI (p= 0,020) foram
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encontrados com efeito moderado (Tabela 35). As demais varidveis ndo mostraram

significancia com os modelos genéticos. Analisando o efeito da terapia com HU entre os

genotipos de rs11865131 (Apendice I, Tabela 57) podemos observar que o beneficio do

uso da HU no aumento da Hb, Ht, HbF, reticulécitos e nos niveis de lipidios e na reducao

de marcadores de hemolise, mondcitos e LDH, sdo mais significativos entre os individuos

com gendtipo GG. Os niveis de bilirrubinas sdo reduzidos em todos os genotipos quando

da terapia de HU.

Tabela 35 - Avaliac¢do do efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia da variante

rs11865131 de NPRL3 nos pardmetros laboratoriais

Modelo de dominincia de rs11865131 Efeito
Parametros Grupos GG AG+ A’A.
laboratoriais N Média (dp) N N(Igl()l;a p d
NHU 26 7,57 (1,08) 24 8,36 (1,48) 0,034! 0,610
Hb g/dL HU 26 8,71 (1,28) 34 8,47 (1,36) 0,5112
Todos 52 8,14 (1,31) 58 8,42 (1,40) 0,272!
NHU 26 22,75 (3,32) 24 24,50 (4,30) 0,113!
Ht % HU 26 26,67 (3,82) 34 25,51 (3,97) 0,257%
Todos 52 24,71 (4,06) 58 25,09 (4,10) 0,630!
NHU 26 31,37 (12,74) 24 30,12 (2,96) 0,3032
HCM pg HU 26 32,55 (4,30) 34 33,27 (3,86) 0,5011
Todos 52 31,96 (9,44) 58 31,96 (3,82) 0,2502
NHU 26 88,94 (7,56) 24 89,92 (8,89) 0,6761
VCM fL HU 26 99,88 (12,57) 34 100,07 (9,21) 0,9471
Todos 52 94,41 (11,66) 58 95,87 (10,32) 0,4881
NHU 22 9,77 (4,89) 14 10,61 (8,51) 0,7132
HbF % HU 25 17,48 (14,39) 32 12,59 (6,96) 0,2042
Todos 47 13,87 (11,58) 46 11,99 (7,42) 0,5442
NHU 26 12651,12 (4178,90) | 23  12982,61 (2371,35) 0,739!
LG /mm? HU 26  9462,54 (3025,44) | 34 10178,82 (2662,26) 0,334!
Todos 52 11056,83 (3954,61) | 57 11310,18 (2883,00) 0,701"
NHU 24 6566,13(3381,12) | 23  7410,57 (2175,34) 0,316
Neu /mm? HU 26  5002,58 (2476,62) | 34  5626,82 (2484,05) 0,338!
Todos 50  5753,08 (3019,62) | 57  6346,58 (2504,94) 0,269!
NHU 26 402,96 (306,25) 23 274,78 (151,43) 0,266
Mon /mm? HU 26 234,08 (160,16) 34 260,59 (143,10) 0,325
Todos 52 318,52 (256,55) 57 266,32 (145,35) 0,8842
S PR 2 R I T
Pla /mm? HU | 26 (f 2222228) 34 (?gggggzgg) 0,615
Todos | 2 (ussoon | O quosssin | 09"
Ret % NHU 26 5,81 (2,98) 23 5,09 (4,26) 0,2222
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HU | 25 4,00 (2,37) 34 5,21 (3,50) 0,319
Todos | 51 4,93 (2.,82) 57 5,16 (3,79) 0,837
NHU | 23 98,22 (48,12) 19 71,17 (36,15) 0,056
Fe meg/dL HU | 22 92,724 (35,04) | 32 92,44 (48,35) 0,509
Todos | 45 95,53 (41,85) 51 84,51 (45,03) 0,103
NHU | 23 178,88(28527) | 19 281,78 (490,53) 0,622
Fer pg/L HU | 23 33351(367,55) | 32 197,68 (193,34) 0,361
Todos | 46 256,19 (334,58) | 51 229,01 (333,90) 0,957
NHU | 18 3,35 (1,37) 17 3,36 (1,77) 0,424

BT mg/dL HU | 17 1,51 (0,92) 20 2,00 (0,78) 0,042 | 0,575
Todos | 35 2,46 (1,48) 37 2,62 (1,48) 0,714?
NHU | 18 0,62 (0,19) 17 0,65 (0,16) 0,609'
BD mg/dL HU | 17 0,43 (0,16) 20 0,48 (0,17) 0,358
Todos | 35 0,531 (0,20) 37 0,56 (,18) 0,494!
NHU | 18 2,73 (1,31) 17 2,70 (1,74) 0,443

BI mg/dL HU | 17 1,08 (0,82) 20 1,52 (0,68) 0,020° | 0,584
Todos | 35 1,92 (1,37) 37 2,06 (1,40) 0,648
NHU | 17 646,71 (18136) | 16 600,94 (201,82) 0,326
LDH UL HU | 17 444,00 (154,81) | 20  523,25(169,42) 0,149
Todos | 34  54535(19532) | 36 557,78 (185,93) 0,786

NHU | 17 96,82 (7,67) 17 105,53 (13,70) 0,029' | 0,785
APOAlmg/dL | HU | 18 110,00 (11,96) | 21 106,14 (12,82) 0,340
Todos | 35 103,60 (12,00) 38 105,87 (13,04) 0,443
NHU | 17 55,41 (13,31) 17 61,76 (15,48) 0,209
APOB mg/dL HU | 18 69,78 (19,80) 21 70,05 (17,79) 0,964!
Todos | 35 62,80 (18,23) 38 66,34 (17,09) 0,394
NHU | 17 60,16 (17,40) 17 63,96 (18,78) 0,634
LDL mg/dL HU | 18 77,16 (19,64) 21 74,62 (21,01) 0,701'
Todos | 35 38 0,921
NHU | 17 115,65 (16,31) 17 119,94 (19,74) 0,812
CT mg/dL HU | 18 133,78 21,47) | 21 131,24 (22,92) 0,724!
Todos | 35 124,97 (20,98) 38 126,18 (22,02) 0,974
NHU | 17 35,47 (7,44) 17 38,24 (7.81) 0,274
HDL mg/dL HU | 18 40,44 (5,49) 21 39,48 (6,38) 0,380°
Todos | 35 38,03 (6,89) 38 38,92 (6,98) 0,925
NHU | 17 100,65 (61,52) 17 88,65 (31,58) 1,0002
TG mg/dL HU | 18 81,00 (31,64) 21 85,62 (29,28) 0,652
Todos | 35 90,54 (48,79) 38 86,97 (29,95) 0,761
NHU | 17 80,29 (16,74) 17 81,71 (19,97) 0,812
NHDL mg/dL HU | 18 93,28 (24,21) 21 91,76 (23,42) 0,844
Todos | 35 86,97 (21,64) 38 87,26 (22,24) 0,912

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrio; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticulécitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
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de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na analise de modelo genético de recessividade, individuos do gendtipo AA para
a variante rs11865131 apresentaram aumento dos niveis de Hb (p<0,001, d=1,305) e Ht
(p=0,010 e d=0,808) com efeito elevado (Tabela 36).

Tabela 36 - Avaliagdo do efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia da variante
rs11865131 do gene NPRL3 nos parametros laboratoriais

Modelo de recessividade de rs11865131 Efeito
Parametros GG+ AG AA
laboratoriais | Média (dp) N Média (dp) P d
Hb g/dL 101 8,15 (1,28) 9 9,84 (1,31) <0,001' | 1,305
Ht % 101 24,62 (3,93) 9 28,23 (4,95) 0,010! 0,808
HCM pg 101 31,96 (7,26) 9 31,93 (3,52) 0,7232
VCM fL 101 95,18 (11,00) 9 95,22 (11,02) 0,991!
HbF % 87 12,84 (9,98) 6 14,43 (5,38) 0,2542
LG /mm? 100 11309,35 (3407,02) 9 9855,56 (3502,90) 0,2241
Neu /mm? 98 6073,63 (2786,37) 9 6021,44 (2608,57) 0,8272
Mon /mm3 100 285,93 (206,59) 9 350,02 (210,57) 0,2982
Plaimm® | 100 (anse | 0 (sssesen | %7
Ret % 99 4,99 (3,33) 9 5,72 (3,73) 0,440?
Fe mcg/dL 87 89,93 (42,00) 9 87,27 (60,83) 0,4702
Fer pg/L 88 257,31 (345,26) 9 91,27 (64,75) 0,084
BT mg/dL 68 2,58 (1,49) 4 1,86 (0,86) 0,3712
BD mg/dL 68 0,55 (0,19) 4 0,51 (0,25) 0,707
BI mg/dL 68 2,03 (1,40) 4 1,35 (0,78) 0,3452
LDH U/L 66 559,71 (191,12) 4 420,25 (89,57) 0,154!
APOA1 mg/dL 69 104,79 (12,62) 4 104,5 (12,15) 0,964!
APOB mg/dL 69 63,88 (17,42) 4 77,75 (18,08) 0,127
LDL mg/dL 69 69,00 (20,13) 4 76,25 (23,99) 0,5352
CT mg/dL 69 125,03 (21,03) 4 135,50 (28,49) 0,432
HDL mg/dL 69 38,58 (7,06) 4 37,00 (3,16) 0,8612
TG mg/dL 69 87,38 (40,14) 4 111,25 (29,65) 0,1092
NHDL mg/dL 69 86,46 (21,41) 4 98,50 (28,87) 0,3652

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase;

1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Foram realizadas analises de regressdo logistica bindria (método Enter) e binaria
multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU ¢ a
presenca do polimorfismo rs11865131 de NPRL3, em modelo de dominancia conseguem
predizer a chance de alterar os niveis de BT, BI, APOA1 e Hb (variaveis significativas
nas analises de associa¢do, no modelo de dominancia) dos individuos com AF.

Os resultados apontam modelo significativo (P[x?] Modelo ajustado = 0,032) em
predizer os niveis de BT quando avaliado por regressao logistica binaria multipla, ajustado
para terapia com HU e rs11865131 de NPRL3, no modelo genético de dominancia. Os
individuos que possuem a variante rara (A) apresentam 5 vezes (403,7%) maior chance
de terem niveis aumentados de BT (Estimativa: 1,617; OR:5,037; IC:1,065-23,816;
p=0,041). Para as demais varidveis do modelo, ndo foram encontradas significancias
(Tabela 37).

Encontramos modelo ndo ajustado significativo (P[x%] <0,001) em predizer niveis
de BI, quando avaliada a terapia com HU. A regressao aponta que os individuos em terapia
com HU possuem 92% de chance de apresentarem BI reduzida, em comparagao aos que
nao estdo em terapia (Estimativa: -2,531; OR:0,08; 1C:0,017-0,382; p= 0,002) (Tabela
37). Ainda avaliando a BI, um modelo de regressdo logistica bindria multipla ajustado
para terapia com HU e polimorfismo rs11865131de NPRL3, no modelo de dominancia,
apresentou-se significativo (P[y*] modelo ajustado=0,026). Os individuos em terapia com
HU tém risco menor de ter BI >0,9, ou seja, protecao de 93,8% para maiores niveis de BI
(Estimativa: -2,782; OR: 0,062; 1C:0,012-0,319; p<0,001). Para aqueles que possuem o
alelo A de rs11865131 de NPRL3, no modelo de domindncia, aumenta em 4 vezes
(aproximadamente 305%) a chance de BI alto (Estimativa: 1,399; OR:4,052; IC:1,121-
14,649; p=0,033), (Tabela 37).

As andlises por regressao logistica bindria também trouxeram resultado
significativo (P[¥?] modelo ndo ajustado= 0,017) quando avaliado como desfecho os
niveis de APOA1 em relagdo a terapia com HU, demonstrando prote¢do para niveis
reduzidos de APOA1 (78,2% de chance) nos individuos sem terapia em comparagdo aos
que fazem o tratamento com HU (Estimativa: -1,524; OR: 0,218; 1C:0,056-0,854;
p=0,029). Para os demais modelos de regressao logistica binaria ou binaria multipla ndo
foram encontradas significancias estatisticas para APOAI, assim como ndo encontramos

modelos significativos para Hb (Tabela 37).
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Tabela 37 - Anélise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
bilirrubina total (BT), bilirrubina indireta (BI), Apolipoproteina Al (APOAI1) e
hemoglobina (Hb) quanto a presenca de polimorfismo rs11865131 de NPRL3, ajustado
para sexo, terapia com HU e idade

P[]
. P[y’]
MOEielo OR ndo ,IC , P® | Modelo |OR ajustada
nao ajustada Min-Max .
. ajustado
ajustado

IC

Variavel Min-Max p

Bilirrubina Total: > 1,2 mg/dL

Uso HU 7,519%10
9

. <0,001 0 o [0,992| 0,032 |2357x10°| 0 o [0,9947
(sim)

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA)

0,078 3,358 |0,812]13,890|0,094| 0,032 5,037 1,065 23,816 | 0,0417

Bilirrubina Indireta: > 0,9 mg/dL

US(?HU < 0,001 0,08 |0,017| 0,382 |0,002| 0,026 0,062 0,012 | 0,319 > 7
(sim) 0,001

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA)

0,075 2,696 |0,881] 8,250 {0,082| 0,026 4,052 1,121 | 14,649 | 0,0337

APOA1: <115 mg/dL

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA)

Idade
(meses)

0,2 0,467 10,142| 1,535 | 0,21 0,04 1,095 0 o | 1,000%

0,457 1,006 | 0,99 | 1,023 [ 0,461 | 0,04 1,006 0,988 | 1,025 |0,4978

Sexo
(feminino)

Uso HU
(sim)

0,197 0,471 |0,148| 1,498 [0,202| 0,04 0,968 0 o [1,0008

0,017 0,218 (0,056 | 0,854 [0,029| 0,04 | 1,039x10% | 0O o [0,995%

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Sexo
(feminino)

0,04 | 4,712x10° | 0 o [0,998%

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Uso HU
(sim)

0,04 0,533 0 o | 1,000%
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Sexo
(feminino)
* Uso HU

(sim)

0,04 0,785 0 o | 1,000%

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Sexo
(feminino)
* Uso HU
(sim)

0,04 |3,562x10"% | 0 o |0,998%

Hemoglobina: < 11 mg/dL

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA)

Idade
(meses)

0,351 0,359 10,036 3,567 [0,382| 0,33 1,026 0 o [1,0008

0,559 0,994 10,974| 1,014 | 0,561 | 0,33 0,996 0,975 | 1,017 |0,7058

Sexo
(feminino)

Uso HU
(sim)

0,882 0,86 |0,117| 6,332 {0,882| 0,33 1,003 0 o [1,0008

0,853 1,208 [0,164 | 8,901 |0,853| 0,33 | 5,400x10° | 0 o [0,998%

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Sexo
(feminino)

0,33 | 2,026x10° | 0 o |0,9998

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Uso HU
(sim)

0,33 1,377 0 o | 1,000%

Sexo
(feminino)
* Uso HU

(sim)

0,33 | 1,876x10"% | 0 o [0,9998

Dominancia
NPRL3
rs11865131
(AG+AA) *
Sexo
(feminino)
* Uso HU
(sim)

0,33 | 3,460x10"% | 0 o [0,9998

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y?]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds ratio
(razdo de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo e maximo; <: menor ou igual; >: maior ou
igual; 6: Regressdo logistica binaria, método Enter, 7: Regressdo logistica multipla, método Forward, 8:
Regressdo logistica multipla, método Enter.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Andlises de regressao logistica binaria (método Enter) e bindria multipla (métodos
Enter e Forward) foram realizadas para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU e a
presenca do polimorfismo rs11865131 de NPRL3, em modelo de recessividade, predizem
a chance de alteracdo nos niveis de Hb e Ht (variavel significativa nas analises de
associacao, no modelo de recessividade) dos individuos com AF. Encontramos modelo de
regressdo logistica binaria significativo para niveis Hb (P[y?] modelo nio ajustado
=0,026). O genotipo AA foi associado a maior prote¢ao (92,9%) para baixos niveis de Hb
<11 mg/dl (Estimativa: -2,649; OR:0,071; I1C:0,009-0,58; p=0,014). Para hematocrito

nenhum modelo foi significativo (Tabela 38).

Tabela 38 - Analise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
hemoglobina no modelo genético de recessividade para o rs11865131 ajustado para sexo,
terapia com HU e idade

P[X2] P[XZ]
. Modelo| OR ndo IC 6 OR IC
Variavel ~ . p Modelo | . P
ndo | ajustada ustad ajustada
ajustado Min-Max a-]uSta 0 Min-Max
Hemoglobina: <11 mg/dL
Recessividade
NPRL3 1511865131 | 0,023% | 0,071 | 0,009 | 0,58 |0,0147| 0,023 0,071 [0,009 | 0,58 |0,0147
(AA)
Hematécrito: < 35 %
Recessividade 6.351%10
NPRL3 rs11865131 | 0,557 | 777 0 o (0,997 | 0,924 1,025 0 o [1,000%
(AA)

Idade (meses) 0,996 | 1,000 |0,972| 1,028 | 0,996 | 0,924 1,000 {0,973 (1,027 (0,977%

Uso HU (sim) 0,897 | 1,204 |0,073[19,745] 0,896 | 0,924 |1,204x10%| 0 o [0,998%

Sexo (feminino) 0,917 | 0,862 |0,053 14,136/ 0,917 | 0,924 |9,084x10°| 0 o 10,9978

Recessividade
NPRL3 1511865131 0,924
(AA)* Uso HU (sim)

.
BILA0T o 1 o Jo,0098

Recessividade
NPRL3 rs11865131 1,064x10"
(AA)* Sexo 0,924 8

(feminino)

0 o |1,000®

Uso HU (sim) * Sexo

9,144x10*
(feminino) 15

0,924 0 o 10,996°

Recessividade
NPRL3 rs11865131 )
(AA) * Uso HU 0,924 1’12186X10 0 o 10,9998
(sim) * Sexo
(feminino)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[x2]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds ratio
(razdo de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo; <: menor ou igual; >: maior ou
igual; 6: Regressdo logistica binaria, método Enter, 7: Regressdo logistica multipla, método Forward, 8:
Regressdo logistica multipla, método Enter.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5.11 INTERACAO DA CO-HERANCA DE ALFA-TAL E PRESENCA DO SNP
rs11865131 DE NPRL3

Avaliamos a interacao da co-heranca de alfa-tal e dos gendtipos de rs11865131.
Os participantes sem co-heranga de alfa-tal, com qualquer dos genotipos de rs11865131,
no modelo de dominancia, ndo alcangaram significancia nas variaveis analisadas (Tabela

39).

Tabela 39 - Analise do efeito dos genotipos do polimorfismo rs11865131 do gene NPRL3
na auséncia de alfa-tal no modelo de dominancia sobre os pardmetros laboratoriais

Sem alfa-tal e
Parimetros modelo de dominéncia de rs11865131 Efeito
laboratoriais GG AG+AA p d
N Média (dp) N Meédia (dp)
NHU | 19 7,63 (1,17) 19 8,31 (1,64) 0,150!
Hb g/dL HU 21 8,82 (1,36) 30 8,41 (1,43) 0,2712
Todos | 40 8,26 (1,39) 49 8,37 (1,50) 0,817?
NHU | 19 22,68 (3,54) 19 24,27 (4,73) 0,250!
Ht (%) HU 21 26,92 (3,97) 30 25,27 (4,03) 0,1542
Todos | 40 2491 (4,30) 49 24,88 (4,30) 0,978!
NHU | 19 33,08 (14,61) 19 30,58 (3,15) 0,6862
HCM pg HU 21 33,34 (4,23) 30 33,72 (3,77) 0,734!
Todos | 40 33,22 (10,37) 49 32,50 (3,83) 0,580
NHU | 19 91,17 (7,51) 19 91,47 (9,32) 0,7512
VCM fL HU 21 102,05 (12,75) 30 101,35 (8,72) 0,817!
Todos | 40 96,88 (11,82) 49 97,52 (10,11) 0,784!
NHU | 19 33,08 (14,61) 19 5,35 (4,43) 0,130?
Ret % HU 20 3,90 (2,17) 30 5,41 (3,63) 0,2192
Todos | 39 5,19 (2,91) 49 5,39 (3,92) 0,8342
NHU | 17 10,20 (5,28) 13 10,01 (8,55) 0,4832
HbF % HU 20 18,55 (15,71) 28 12,86 (7,29) 0,210?
Todos | 37 14,71 (12,67) 41 11,95 (7,72) 0,373
NHU | 19  13335,84 (4408,01) 19 12763,16 (2448,86) 0,624!
LG /mm? HU 21 9344,10 (2947,45) 30 10219,33 (2812,69) 0,289!
Todos | 40  11240,18 (4183,12) | 49 11205,71 (2932,03) 0,964!
NHU | 19 33,08 (14,61) 19 7234,21 (2078,78) 0,916!
Neu /mm? HU 21 4738,29 (2284,75) 30 5789,13 (2591,10) 0,141!
Todos | 39 5848,59 (2881,00) 49 6349,47 (2486,53) 0,384!
NHU | 19 33,08 (14,61) 19 273,05 (142,96) 0,1092
Mon /mm? HU 21 245,19 (174,59) 30 255,54 (144,39) 0,5342
Todos 40 341,95 (268,82) 49 262,33 (142,60) 0,468




132

482894,74

NHU | 19 33,08 (14,61) 19 (104068.83) 0,908
S T O T L
Todos |40 7i000e | 0 (seasaay | 05

NHU | 17 94,04 (46,27) 17 74,15 (37,05) 0,176'

Fe mog/dL HU |17 99,88 (33,55) 29 89,00 (41,56) 0,158
Todos | 34 96,96 (39,91) 46 83,51 (40,19) 0,076

NHU |17 186,39 (329,59) 17 295,97 (517,35) 0,433

Fer pg/L HU |18 356,42 (394,86) 29 183,85 (178,59) 0,274
Todos | 35 273,84 (369,47) 46 225,29 (343,52) 0,913

NHU | 12 3,78 (1,42) 13 3,34 (1,87) 0,087

BT mg/dL HU |14 1,59 (0,99) 17 2,06 (0,83) 0,1092
Todos | 26 2,60 (1,62) 30 2,61 (1,50) 0,967

NHU | 12 0,62 (0,16) 13 0,69 (0,16) 0,318

BD mg/dL HU |14 0,43 (0,15) 17 0,49 (0,18) 0,338
Todos | 26 0,52 (0,18) 30 0,58 (0,19) 0,268

NHU | 12 3,16 (1,33) 13 2,65 (1,84) 0,0772

BI mg/dL HU |14 1,56 (0,88) 17 1,57 (0,72) 0,077
Todos | 26 2,08 (1,49) 30 2,04 (1,41) 0,921

NHU |12 659,50 (160,44) 12 629,17 (227,71) 0,710

LDH UL HU |14 46329 (162,39) 17 544,71 (174,54) 0,193
Todos | 26 553,85 (187,05) 29 579,66 (198,93) 0,623

NHU |12 96,58 (7,69) 12 103,08 (11,55) 0,121

ﬁlpg%le HU |15 110,67 (12,51) 17 104,23 (12,44) 0,156'
Todos | 27 104,41 (12,66) 29 103,76 (11,88) 0,844

NHU | 12 54,83 (12,19) 12 63,83 (16,11) 0,137"

APOBmg/dL | HU |15 68,27 (18,63) 17 71,88 (16,90) 0,569
Todos | 27 62,30 (17,20) 29 68,55 (16,77) 0,1741

NHU | 12 57,90 (16,48) 12 64,85 (21,00) 0,443

LDLmg/dL | HU |15 75,77 (18,69) 17 77,32 (21,78) 0,832
Todos | 27 67,83 (19,62) 29 72,16 0,517

NHU | 12 114,50 (15,35) 12 121,00 (21,09) 0,551°

CT mg/dL HU |15 131,93 (21,27) 17 134,47 (23 ,38) 0,752
Todos | 27 124,19 (20,52) 29 128,90 0,538

NHU | 12 35,17 (7.88) 12 37,08 (5,07) 0,486

HDLmg/dL | HU |15 40,73 (5,28) 17 38,88 (6,74) 0,165
Todos | 27 38,26 (7,02) 29 38,14 (6,08) 0,548

NHU | 12 108,00 (71,53) 12 95,25 (32,36) 0,755

TG mg/dL HU |15 77,27 (29,15) 17 91,24 (29,84) 0,216
Todos | 27 90,93 (53,52) 29 92,90 0,234

NHU | 12 79,50 (14,96) 12 83,92 (21,94) 0,932

NHDL mg/dL | HU | 15 91,13 (23,20) 17 95,59 (23,72) 0,596
Todos | 27 85,96 (20,47) 29 90,76 0,560

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrio; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
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volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticulocitos; Neu:
neutrofilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Por outro lado, todos os participantes do estudo e aqueles do grupo NHU, com co-
heranga de alfa-tal e o alelo A-rs11865131 do gene NPRL3, no modelo de dominancia,
mostraram maiores niveis de hemoglobina (Tabela 40). Portanto, mesmo com a reducao
significativa do n amostral (apenas 21 participantes) nds observamos que alelo A-
rs11865131 associa a niveis maiores de Hb nos individuos AF com co-heranca de alfa-
tal e ndo modifica os parametros de VCM e HCM, diferentemente do que ¢ observado no
grupo sem alfa-tal.

Nao foi possivel realizar analise estatistica no modelo de recessividade devido ao

tamanho amostral de individuos com alfa-tal e gendtipo AA.

Tabela 40 - Interacdo da co-heranca de alfa-tal e polimorfismo rs11865131 do gene
NPRL3 no modelo de efeito de dominadncia nos parametros laboratoriais

Co-heranca de alfa-tal e gendtipos de rs11865131 no
Parimetros modelo de dominincia Efeito
laboratoriais GG AG + AA p d
N Média (dp) N Média (dp)
NHU 7 7,39 (0,82) 5 8,54 (0,60) 0,024! 1,601
Hb g/dL HU 5 8,22 (0,86) 4 8,93 (0,45) 0,184!
Todos | 12 7,73 (0,90) 9 8,71 (0,55) 0,010' | 1,314
NHU 7 22,94 (2,87) 5 25,38 (2,05) 0,136'
Ht (%) HU 5 25,64 (3,26) 4 27,28 (3,42) 0,488!
Todos | 12 24,07 (3,21) 9 26,22 (2,73) 0,114!
NHU 7 26,74 (1,60) 5 28,36 (0,93) 0,072!
HCM pg HU 5 29,24 (3,03) 4 29,83 (2,99) 0,905
Todos | 12 27,78 (2,53) 9 29,01 (2,10) 0,247*
NHU 7 82,89 (10,16) 5 84,00 (2,74) 0,542!
VCM L HU 5 90,80 (6,91) 4 90,50 (7,72) 0,953!
Todos | 12 86,18 (6,28) 9 86,89 (6,15) 0,800!
NHU 5 8,32 (3,26) 1 —(-) 0,333
HbF % HU 5 13,20 (6,52) 4 10,73 (4,10) 0,532!
Todos | 10 10,76 (5,50) 5 12,26 (4,94) 0,606!
NHU 7 10792,57 (2992,88) 4 14025,00 (1871,50) 0,086!
LG /mm3 HU 5 9960,00 (3658,96) 4 9875,00 (1161,54) 1,000?
Todos 12 10445,67 (3152,46) 8 11950,00 (2645,75) 0,281!
NHU 6 4832,67 (4098,39) 4 8248,25 (2764,36) 0,186!
Neu /mm?®
HU 5 6112,60 (3213,72) 4 4409,50 (858,05) 0,342!
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Todos | 11 541445(3602,28) | 8 632888 (2793,00) | 0,558
NHU | 7 27829(25851) | 4 283,00 213,17) | 1,0002
Mon/mm® | HU | 5 187,40 (67,39) 4 298,50 (146,78) | 0,286
Todos | 12 24042 (200,73) | 8 290,75 (169,64) | 04732
NHU |7 ?9804613402,6876) 4 (?ggigg:(s)g) 0,170°
Pla /mm? HU 15 (nggggigg) 4 (5859925508(32)050) 0,458
Todos | 12 S| 8 (Samsan | o107
NHU | 7 3.83 (1,76) 4 3,88 (3,59) 0,977
Ret % HU | 5 4,42 (332) 4 3,70 (1,98) 0,725!
Todos | 12 4,08 (2,41) 8 3,79 (2,69) 0,805!
NHU | 6  11007(5576) | 2 45,82 (11,05) 0,143
Femeg/dl | HU | 5 68,40 (31,42) 3 125,67 (101,10) | 0,432!
Todos | 11 91,13 (49,22) 5 93,73 (83,99) 0,6612
NHU | 6 157,59 (98,56) 2 161,20 (127,56) 1,0002
Fer pg/L HU | 5 251,00 (263,68) | 3 33133 (32146) | 0,712
Todos | 11 200,047 (18721) | 5 26328 (253,81) | 0,6612
NHU | 6 2,49 (0,75) 4 343 (1,61) 0,245!
BTmg/dL | HU | 3 1,15 (0,33) 3 1,66 (0,27) 0,103!
Todos | 9 2,04 (0,91) 7 2,67 (1,49) 0,315
NHU | 6 0,63 (0,25) 4 0,55 (0,09) 0,557"
BDmg/dlL | HU | 3 0.45 (0.21) 3 0,45 (0,05) 1,0002
Todos | 9 0,57 (0,24) 7 0,50 (0,09) 0,521
NHU | 6 1,86 (0,80) 4 2,88 (1,58) 0.210"
BImg/dL | HU | 3 0,70 (0,14) 3 1,22 (0,32) 0,060"
Todos | 9 1,48 (0,86) 7 2,17 (1,44) 0,251
NHU | 5 616,00(243,13) | 4 516,25 (28,04) 04131
LDHUL | HU | 3 35400 (74,75 3 401,67 (53,59) 0.420!
Todos | 8  517,75(23187) | 7 467,14 (71,43) 0,590"
NHU | 5 97,40 (8,50) 5 111,40 (17,98) 0,2222
‘X;%‘;l HU | 3 106,67(10,02) 4 114.25 (12,74) 0.436'
Todos | 8 100,88 (9,64) 9 112,67 (14,99) 0,077
NHU | 5 56,80 (17,22) 5 56,80 (14,18) 1,000!
APOBmg/dL | HU | 3 77,33 (28,29) 4 62,25 (22,05) 0.461!
Todos | 8 64,50 (22,61) 9 59,22 (17,06) 0,592!
NHU | 5 65,60 (20,29) 5 61,84 (13,77) 0,8412
LDLmg/dL | HU | 3 84,07 (27,37) 4 63,15 (14,08) 0,238!
Todos | 8 72,53 (23,25) 9 62,42 (13,02) 0,481
NHU | 5 118,40 20,07) | 5 117,40 (18,02) 0,936!
CT mg/dL HU 3 143,00 (24,43) 4 117,50 (16,58) 0,158!
Todos | 8 127,63 (23,72) 9 117,44 (16,30) 03141
NHU | 5 36,20 (7,05) 5 41,00 (12,63) 04212

HDL mg/dL
HU | 3 39,00 (7,55) 4 42,00 (4.24) 0,528!
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Todos | 8 37,25 (6,84) 9 41,44 (9,32) 0,312

NHU | 5 83,00 (22,66) 5 72,80 (25,78) 0,525

TG mg/dL HU 3 99,67 (43,98) 4 61,75 (5,12) 0,273
Todos | 8 89,25 (30,34) 9 67,89 (19,39) 0,100

NHU | 5 82,20 (22,33) 5 76,40 (14,91) 0,690

NHDL mg/dL | HU 3 104,00 (31,75) 4 75,50 (14,82) 0,168
Todos | 8 90,38 (26,46) 9 76,00 (13,92) 0,321°

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrao; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu:
neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: nido lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nao houve modelos significativos nas analises de regressao logistica bindria
(método Enter) e binaria multipla (métodos Enter e Forward) para avaliar se a idade, o
sexo, a terapia HU, a presenga do polimorfismo rs11865131 de NPRL3, em modelo de
dominancia, e co-heranca de alfa-tal poderiam predizer a chance de alteracdo nos niveis
de Hb (variavel significativa nas analises de associagdo) dos individuos com AF (Tabela

41).

Tabela 41 - Anélise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
Hemoglobina (Hb) no modelo genético de dominancia para o rs11865131 NPRL3 e alfa-
talassemia, ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Varidvel Plx’] OR IC Min-Max p
Modelo
Hb: <11 mg/dL Regressao logistica binaria - método Enter

Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) 0,351 0,359 0,036 3,567 0,382
Idade (meses) 0,559 0,994 0,974 1,014 0,561
Uso HU (sim) 0,853 1,208 0,164 8,901 0,853
Alfa-tal 0,188 1,479%x10"7 0 © 0,994
Sexo (feminino) 0,882 0,86 0,117 6,332 0,882

Hb: <11 mg/dL Regressao logistica binaria multipla - método Enter
Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) 0,789 0,998 0 0 1,000
Idade (meses) 0,789 0,999 0,979 1,020 0,943
Uso HU (sim) 0,789 4,276x107 0 © 0,998
Alfa-tal 0,789 0,973 0 0 1,000
Sexo (feminino) 0,789 0,999 0 0 1,000
Dominancia Npgsjﬁ%l(iﬁi)wl (AG+AA) * 0,789 1414 0 w 1,000
Dominancia NPRLilr;li:fSl?;l (AG+AA) * 0,789 1,020 0 w 1,000

Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,789 2,322x10™"8 0 0 0,999
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Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) *

9
Sexo (feminino) 0,789 1,314x10 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,789 2,333x10"8 0 0 0,999
Alfa-tal * Sexo (feminino) 0,789 1,010 0 00 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) *
Uso HU (sim) * Alfa-tal 0,789 0,712 0 © 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) * 8
Uso HU (sim) * Sexo (feminino) 0,789 5,399x10 0 ©° 099
Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) * 8
Alfa-tal * Sexo (feminino) 0,789 7,535x10 0 * 1,000
Uso HU (sim) * Alfa-tal * Sexo (feminino) 0,789 4,420x107° 0 0 1,000
e «
Dominancia NPRL3 rs11865131 (AG+AA) 0,789 173810 0 o 1,000

Uso HU (sim) * Alfa-tal * Sexo (feminino)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y?]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds ratio
(razdo de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Realizamos analises de regressao para avaliar se a idade, o sexo, a terapia HU, a
presenca do polimorfismo rs11865131 de NPRL3, em modelo de dominancia, e co-
heranca de alfa-tal podem predizer a chance de alteracdo nos niveis de hematdcrito,
bilirrubinas total e indireta e APOA1. Apesar desses parametros ndo terem apresentado
significancia nas analises de associacao, houve significancia nas analises de associagdo
do polimorfismo rs11865131 de NPRL3 e a co-heranca de alfa-tal. Entretanto, ndo
encontramos nenhum resultado significativo para a intera¢do, apenas confirmamos a
significancia dos resultados da analise do polimorfismo rs11865131 de NPRL3 sem levar
em consideragdao a co-heranga de alfa-tal, uma vez que o método Forward apresentou
modelos significativos que excluiam a alfa-tal como preditora dos desfechos (Tabelas 42,

43, 44 ¢ 45).

Tabela 42 - Anélise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
hematocrito (Ht) no modelo genético de dominancia para o rs11865131 NPRL3 e alfa-
talassemia ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Varidvel P[x’] OR IC Min-Méx p
Modelo
Hematocrito < 35 % Regressdo Logistica Binaria método Enter
Idade (meses) 0,996 1,000 0,972 1,028 0,996
Sexo (feminino) 0,917 0,862 0,053 14,136 0,917
HU (sim) 0,897 1,204 0,073 19,745 0,896

Alfa-tal (sim) 0,355 1,964x107 0 o 0,997
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Dominancia NPRL3 rs11865131

(AGHAA) 0,938 1,118 0,068 18,326 0,938
Hematocrito < 35 % Regressao Logistica Binaria Multipla método Enter
Idade (meses) 0,965 1,005 0,974 1,037 0,745
Sexo (feminino) 0,965 1,041 0 o 1,000
HU (sim) 0,965 1,672x107 0 0 0,999
Alfa-tal (sim) 0,965 1,207 0 0 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,965 1,039 0 0 1,000
Sexo (feminino) * HU (sim) 0,965 5,869x10"8 0 o0 0,999
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,965 0,908 0 o0 1,000
Uso HU (sim)* Alfa-tal (sim) 0,965 6,190x10*8 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3 10
111865131 (AG+AA) 0,965 9,359x10 0 0 0,999
Uso HU (sim)* Dominancia NPRL3 8
rs11865131 (AG+AA) 0,965 5,864x10 0 0 0,999
Alfa-tal (sim) * Dominédncia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,965 0,839 0 * 1,000
Sexo (feminino) U§o HU (sim) 0.965 1377107 0 w 1,000
Alfa-tal (sim)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim)*
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,965 1,755 0 00 1,000
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,965 1,148x10™ 0 o0 1,000
(AG+AA)
Uso HU (sim)* Alfa-tal (sim) *
Dominéancia NPRL3 rs11865131 0,965 1,648x107 0 0 1,000
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim)*
Alfa-tal (sim) * Dominancia NPRL3 0,965 0,882 0 oo 1,000

rs11865131 (AG+AA)

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y?]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds ratio
(razdo de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 43 - Analise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
bilirrubina total (BT) no modelo genético de dominancia para o rs11865131 NPRL3 ¢
alfa-talassemia, ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Varidvel Ply’] OR IC Min-Mix p
Modelo
BT >1,2 mg/dL Regressdo Logistica Binaria método Enter
Idade (meses) 0,128 1,014 0,995 1,033 0,143
Sexo (feminino) 0,978 1,018 0,281 3,696 0,978
HU (sim) <0,001  7,519x10-9 0 o 0,992
Alfa-tal (sim) 0,217 3,261 0,385 27,622 0,278
Dommm‘? /i\gj fjii)“l 1865131 0,078 0,094 0,812 13,890 0,094

BT > 1,2 mg/dL Regressdo Logistica Binaria Multipla método Enter
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idade (meses) 0,041 1,018 0,99 1.047 0,207
HU (sim) 0,041 7,536x10°10 0 el 0,997
Sexo (feminino) 0,041 0,577 0 o0 1,000
Alfa-tal (sim) 0,041 2,344 0 0 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,041 1,260 0 0 1,000
HU (sim) * Sexo (feminino) 0,041 5,689 0 00 1,000
HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,041 9,193x10*8 0 0 0,999
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,041 0,953 0 el 1,000
HU (sim) * Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,041 4,967 0 0 1,000
Sexo (feminino) * Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,041 1,003 0 * 1,000
Alfa-tal (sim)* Dominédncia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,041 0,647 0 0 1,000
x TR i
HU (sim) * Sexo (femmmo) Alfa-tal 0.041 2,083x10°10 0 o 0,999
(sim)
HU (sim) * Sexo (feminino) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,041 0,645 0 00 1,000
(AG+AA)
HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,041 0,165 0 00 1,000
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,041 1,373 0 00 1,000
(AG+AA)
HU (sim) * Sexo (feminino) * Alfa-tal
(sim) * Dominancia NPRL3 0,041 4,699x10*° 0 00 1,000

rs11865131 (AG+AA)

BT >1,2 mg/dL

Regressdo Logistica Binaria Multipla método Forward

HU (sim) 0,032 2,357x107° 0 00 0,994
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,032 5,037 1.065 23.816 0,041

Nota: HU: hidroxiuréia; p[x2]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressdo; OR: odds ratio
(razao de chance); IC Min-Méx: intervalo de confianga, minimo € maximo.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 44 - Anélise por regressao, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de
bilirrubina indireta (BI) no modelo genético de dominancia para o rs11865131 NPRL3 e
alfa-talassemia, ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Varidvel Ply’] OR IC Min-Msx p
Modelo
BI>0,9 mg/dL Regressdo Logistica Binaria

Idade (meses) 0,070 1,014 0,998 1,029 0,081
Sexo (feminino) 0,340 0,594 0,203 1,739 0,341
HU (sim) < 0,001 0,08 0,017 0,382 0,002
Alfa-tal (sim) 0,520 0,665 0,195 2,266 0,514
Dominéncia NPRL3 rs11865131 0.075 2,696 0.881 8.250 0,082

(AG+AA)

BI > 0,9 mg/dL

Regressao Logistica Binaria Multipla método Enter
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Idade (meses) 0,433 1.012 0,991 1,033 0,284
Sexo (feminino) 0,433 0,718 0 00 1,000
HU (sim) 0,433 1,946x107° 0 ) 0,995
Alfa-tal (sim) 0,433 1,697 0 ) 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131 3
(AGHAA) 0,433 2,514%10 0 ) 0,996
Sexo (feminino) * HU (sim) 0,433 2,649 ) 1,000
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,433 5,974x107° o0 0,999
HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,433 4,311x107 0 o 0,999
Sexo (feminino) * Dominadncia NPRL3 -
111865131 (AG+AA) 0,433 4,433%10 0 ) 0,999
HU (sim) * Dominancia NPRL3 3
rs11865131 (AG+AA) 0,433 2,371x10 0 ) 0,995
Alfa-tal (sim)* Dominédncia NPRL3 7
111865131 (AG+AA) 0,433 3,657x10 0 ) 0,999
TR - i
Sexo (feminino) 'HU (sim) * Alfa-tal 0.433 5.985x10"7 0 w 0.999
(sim)
Sexo (feminino) * HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,433 1,179x108 0 0 0,998
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,433 4,296 0 0 1,000
(AG+AA)
HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,433 3,502x10"8 0 0 0,999
(AG+AA)
Sexo (feminino) * HU (sim) * Alfa-tal
(sim) * Dominéncia NPRL3 0,433  1,254x10"7 0 0 0,999

rs11865131 (AG+AA)

BI > 0,9 mg/dL

Regressdo Logistica Binaria Multipla método Forward

HU (sim) 0,026 0,062 0,012 0,319 < 0,001
Dominéancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,026 4,052 1,121 14,649 0,033

Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 45 - Analise por regressdo, dos individuos com AF em relagcdo aos niveis de
Apolipoproteina A1 (APOA1) no modelo genético de dominancia para o rs11865131 e
alfa-talassemia, ajustado para sexo, terapia com HU e idade

Variavel PLx’] OR IC Min-Max p
Modelo
APOA1 <115 mg/dL Regressao Logistica Binaria método Enter

Idade (meses) 0,457 1,006 0,99 1,023 0,461
Sexo (feminino) 0,197 0,471 0,148 1,498 0,202
HU (sim) 0,017 0,218 0,056 0,854 0,029
Alfa-tal (sim) 0,731 0,794 0,216 2,916 0,729
Dominancia NPRL3 rs11865131 0.200 0,467 0,142 1,535 0210

(AG+AA)

APOA1 <115 mg/dL

Regressao Logistica Binaria Multipla método Enter

Idade (meses)

0,232

1,005

0,985

1,025

0,633
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Sexo (feminino) 0,232 0,875 0 00 1,000
HU (sim) 0,232 8,526x107 0 0 0,996
Alfa-tal (sim) 0,232 1,097 0 0 1,000
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,232 1,086 0 0 1,000
Sexo (feminino) * HU (sim) 0,232 1,387 0 o0 1,000
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,232 1,114 0 0 1,000
HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,232 1,250x10*8 0 0 0,999
Sexo (feminino) * Dominancia 9
NPRL3 rs11865131 (AG+AA) 0,232 4,494x10 0 * 0,998
HU (sim) * Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,232 0,619 0 o 1,000
Alfa-tal (sim)* Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA) 0,232 0,92 0 * 1,000
Sexo (feminino) HU (sim) * Alfa 0.232 2.007%10° 0 o 0,999
tal (sim)
Sexo (feminino) * HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,232 3,624x10"8 0 00 0,998
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,232 1,467 0 00 1,000
(AG+AA)
HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,232 9,640x107° 0 00 0,999
(AG+AA)
Sexo (feminino) * HU (sim) * Alfa-
tal (sim) * Dominancia NPRL3 0,232 0,307 0 00 1,000

rs11865131 (AG+AA)
Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds

ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianga, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Do mesmo modo, também realizamos andlises de regressao para avaliar se a idade,
0 sexo, a terapia HU, a presenc¢a do polimorfismo rs11865131 de NPRL3, em modelo de
dominancia e co-heranga de alfa-tal podem predizer a chance de alteracao nos niveis de
HCM, VCM e LDH, que apesar de nao terem apresentado significancia nas analises de
associagdo, apresentaram significancia nas analises de associagdo para co-heranga de alfa-
tal sem levar em consideragdo a presenca do polimorfismo rs11865131 de NPRL3. Nao
encontramos nenhum resultado significativo para a interagdao, apenas confirmamos a
significancia dos resultados da analise para co-heranga de alfa-tal e HCM uma vez que o
método Forward apresentou modelo significativo que excluiam o polimorfismo

rs11865131 de NPRL3 como preditora dos niveis de HCM (Tabelas 46, 47 e 48).
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Tabela 46 - Andlise por regressao, dos individuos com AF em relagao aos niveis de HCM
no modelo genético de dominancia para o rs11865131 e alfa-talassemia ajustado para
sexo, terapia com HU e idade

Varidvel Ply’] OR IC Min-Méx p
Modelo
HCM < 26,5 pg Regressao Logistica Binaria método Enter
Idade (meses) 0,049 0,987 0,973 1,001 0,061
Sexo (feminino) 0,587 1,413 0,404 4,941 0,588
Uso HU (sim) 0,049 0,27 0,067 1,079 0,064
Alfa-tal (sim) 0,005 6,640 1,795 24,560 0,005
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,066 0,293 0,073 1,172 0,083
HCM < 26,5 pg Regressao Logistica Binaria Multipla método Enter
Idade (meses) 0,034 0,99 0,974 1,007 0,250
Sexo (feminino) 0,034 1,169 0,058 23,623 0,919
Uso HU (sim) 0,034 9,691x107° 0 0 0,997
Alfa-tal (sim) 0,034 14,032 0,561 351,301 0,108
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AG+AA) 0,034 0,818 0,042 15,812 0,894
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,034 8,733x10%7 0 0 0,997
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,034 0,467 0,006 36,868 0,733
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,034 2,285%10"7 0 0 0,997

Sexo (feminino) * Dominancia
NPRL3 1511865131 (AG+AA)

Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3
rs11865131 (AG+AA)

Delegao Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,034 8,704x101° 0 0 0,999
(AG+AA)

Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Alfa-tal (sim)

Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,034 6,190x107° 0 ) 0,998
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,034 1,095 0 00 1,000
(AG+AA)
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,034 3,567 0 00 1,000
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Alfa-tal (sim) * Dominancia NPRL3 0,034 1,084x1073* 0 © 0,998
rs11865131 (AG+AA)
HCM < 26,5 pg Regressao Logistica Binaria Multipla método Forward

Alfa-tal (sim) 0,005 6,640 1,795 24,560 0,005

0,034 1,619 0,022 120,548 0,827

0,034 1,273 0 0 1,000

0,034 8,184x10717 0 0 0,998
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Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confiang¢a, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 47 - Andlise por regressao, dos individuos com AF em relagao aos niveis de VCM
no modelo genético de dominancia para o rs11865131 e alfa-talassemia, ajustado para
sexo, terapia com HU e idade

Varivel Plx’] OR IC Min-Méx p
Modelo
VCM < 80 fL Regressao Logistica Binaria método Enter
Idade (meses) 0,077 0,984 0,966 1,003 0,096
Sexo (feminino) 0,303 2.426 0,425 13,829 0,318
Uso HU (sim) 0,049 0,153 0,017 1,351 0,091
Alfa-tal (sim) 0,875 0,84 0,093 7,593 0,877
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,325 0,429 0,075 2,443 0,340
VCM < 80 fL Regressao Logistica Binaria Multipla método Enter
Idade (meses) 0,228 0,975 0,95 1,000 0,052
Sexo (feminino) 0,228 0,783 0,028 22,097 0,886
Uso HU (sim) 0,228 2,960x107° 0 0 0,998
Alfa-tal (sim) 0,228 2.504 0,079 79,379 0,603
Dominancia NPRL3 rs11865131 9
(AGHAA) 0,228 2,602x10 0 0 0,998
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,228 4,795x10"8 0 0 0,998
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,228 1,146x107 0 0 0,999
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,228 0,248 0 o0 1,000
Sexo (feminino) * Dominéncia 9
NPRL3 1511865131 (AG+AA) 0,228 2,763x10 0 i 0,998
Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3 3
rs11865131 (AGHAA) 0,228 3,617x10 0 0 0,999
Alfa-tal (sim) * Dominancia NPRL3
1511865131 (AG+AA) 0,228 0,647 0 ” 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Delegao Alfa-tal (sim) 0,228 9,122 0 * 1,000
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,228 1,289x10-18 0 00 0,998
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,228 0,354 0 00 1,000
(AG+AA)
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominéancia NPRL3 rs11865131 0,228 4,023 0 0 1,000
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Alfa-tal (sim) * Dominancia NPRL3 0,228 6,430x10%7 0 00 1,000

rs11865131 (AG+AA)
Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confianca, minimo ¢ maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 48 - Analise por regressdo, dos individuos com AF em relagdo aos niveis de LDH
no modelo genético de dominancia para o rs11865131 e alfa-talassemia ajustado para
sexo, terapia com HU e idade

Varidvel Plx’] OR IC Min-Méx P
Modelo
LDH > 610 U/L Regressao Logistica Binaria método Enter
Idade (meses) 0,558 1,004 0,99 1,018 0,559
Sexo (feminino) 0,104 0,441 0,162 1,202 0,110
Uso HU (sim) 0,063 0,394 0,145 1,066 0,067
Alfa-tal (sim) 0,108 0,348 0,088 1,374 0,132
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,497 0,714 0,27 1,890 0,498
LDH > 610 U/L Regressdao Logistica Binaria Multipla método Enter
Sexo (feminino) 0,143 1,178x10"8 0 o 0,997
Uso HU (sim) 0,143 0,984 0,126 7,704 0,988
Alfa-tal (sim) 0,143 1,141x10"® 0 0 0,997
Idade (meses) 0,143 0,999 0,983 1,016 0,933
Dominancia NPRL3 rs11865131
(AGHAA) 0,143 1.319 0,186 9,364 0,782
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) 0,143 1,218x10° 0 o0 0,996
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) 0,143 3,685x10°"7 0 0 0,995
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) 0,143 7,522x10°"7 0 0 0,996

Sexo (feminino) * Dominéncia
NPRL3 1511865131 (AG+AA)

Uso HU (sim) * Dominéncia NPRL3
rs11865131 (AG+AA)

Alfa-tal (sim) * Dominancia NPRL3
rs11865131 (AG+AA)

Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Alfa-tal (sim)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,143 1,346x10™ 0 00 0,996
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,143 5,365%10716 0 00 0,997
(AG+AA)
Uso HU (sim) * Alfa-tal (sim) *
Dominancia NPRL3 rs11865131 0,143 3,022x10"1 0 0 0,997
(AG+AA)
Sexo (feminino) * Uso HU (sim) *
Alfa-tal (sim) * Dominincia NPRL3 0,143 2,992x10!# 0 © 0,998
rs11865131 (AG+AA)
Nota: HU: hidroxiuréia; p[y*]: valor de p do teste qui-quadrado do modelo de regressio; OR: odds
ratio (razao de chance); IC Min-Max: intervalo de confiang¢a, minimo e maximo.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

0,143 4,356x107 0 0 0,997

0,143 0,457 0,025 8,440 0,598

0,143 5,579x10717 0 0 0,996

0,143 1,935x10717 0 0 0,997

O Quadro 11 resume os principais achados estatisticamente significativos nos

modelos que avaliaram as variantes génicas e co-heranga de alfa-tal no presente estudo.
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Quadro 11 - Compilacao dos achados estatisticos significativos com as variantes de
PPARs, 1rs11865131 e co-heranca de alfa-talassemia nos individuos com anemia

falciforme
A Modelo Genotipo (efeito da Magnitude de ~ | Analise de
Parametro fpe - . Correlacao -
genético associacio) Efeito Regressio
PPARA rs4253747
AT+AA (redugdo no
Plaquetas erupo NHU) Pequeno - -
AT+AA (aumento no ATHAA
BT A Moderado - 11x chance
Dominancia grupo HU)
do alelo A aumento
AT+AA (aumento no
BI Moderado - -
grupo HU)
HbF i i Neggtlva )
baixa
Reticulodcitos AA (reducido) Pequeno NR -
Mondcitos Recessividade AA (aumento) Pequeno NR -
APOB AA (reducido) Moderado NR -
PPARG rs10865710
Mondcitos Recessividade ‘ GG (redugdo) ‘ Moderado NR -
PPARG rs709158
AG+GG (redugao no
Plaquetas arupo HU) Moderado - -
HbF AG+GG (aumento no Pequeno ) )
L grupo HU)
]?10m11n1anéla AGLGG
o alelo ~ . N
LDH AG+GG (redugéo no Moderado Neggtlva 91,5%
grupo todos) baixa chance
redugio
VMM AG+GG (redugio) Elevado - -
Co-herancga de alfa-tal
VCM Redugao Elevado NR -
moderado Com alfa-tal
Com alfa-tal (grupo NHU); 6x chance
HCM Reduciio Egrup : NR an
Elevado (grupos de niveis
HU e todos) mais baixos
LDH Redugdo (no grupo HU) Elevado NR -
NPRL3 rs11865131
. AG+AA (aumento no
Hemoglobina grupo NHU) Moderado - -
AG+AA
AG+AA (aumento no 5x mais
BT grupo HU) Moderado i chance BT
Dominancia elevada
do alelo A AG+AA
AG+AA (aumento no 4x mais
BI grupo HU) Moderado i chance BI
elevada
AG+AA (aumento no
APOA1 grupo NHU) Moderado - -
AA
Hemoglobina | Recessividade AA (aumento) Elevado NR protegao
para Hb
<llg/dL
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Ht | ‘ AA (aumento) ‘ Elevado NR -

Interacdo VPRL3 rs11865131 e co-heranca de Alfa-tal
Dominancia AG+AA (aumento nos
do alelo A grupos NHU e Todos)
Nota: (-) analise ndo significativa; NR: analise ndo realizada; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU:
sem terapia com hidroxiureia; Pla: plaquetas; Ret: reticulocitos; Mon: monocitos; BT: bilirrubina
total; BI: bilirrubina indireta; APOB: Apolipoproteina B; HbF: hemoglobina fetal; LDH: lactato
desidrogenase; VMM : velocidade média maxima; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; Hb: hemoglobina; APOA1: Apolipoproteina Al; Ht: hematdcrito.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Hb Elevado NR -
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6. DISCUSSAO

Este estudo investigou a associagdo de polimorfismos genéticos envolvidos na
expressao de alfa-globina (rs11865131 em NPRL3), homeostase lipidica/inflamatéria
(PPARs) com parametros laboratoriais e clinicos, controlando a terapia com HU e co-

heranca de alfa-tal em uma populagdo pediatrica com AF.

6.1. PERFIL CLINICO E LABORATORIAL DA POPULACAO DO ESTUDO

Nosso estudo apontou que 48,1% dos individuos incluidos na pesquisa passaram
por algum episodio de crise algica no ultimo ano. Apds o primeiro ano de vida, a
complica¢do aguda mais frequente ¢ a crise algica (Brousseau, et al., 2010; Williams,
Thein, 2018). Sil, Cohen e Dampier (2016), conduziram um estudo com dor falciforme
em uma populagdo com idade média de 13,54 anos, semelhante & da nossa populagao.
Nesse estudo, 40% dos individuos com AF (SS) apresentaram alguma crise de dor
episodica, enquanto 40% desses foram classificados como portadores de dor cronica, no
ultimo més. Dutra, Biasse e Figueiredo (2023) também encontraram a dor como
manifestagdo mais frequente, tendo ocorrido pelo menos um episoédio, com assisténcia
médica, em 78,6% dos casos. Apesar de muito frequente, ainda ndo existem
biomarcadores plasmaticos de dor que melhorem a avaliacao e o manejo da dor aguda ou
cronica na DF (Brandow; Liem, 2022).

A AF leva a disfungdes organicas multiplas, que desencadeiam complicagdes
agudas ou cronicas que podem levar os individuos a internacao (Bender, 2017; Brasil,
2009; Zhang et al., 2016). Cerca de 1/4 dos individuos do nosso estudo relataram
internagdao no ultimo ano. Como ndo avaliamos os motivos pelos quais os individuos
precisaram de internacdo, ndo podemos indicar quais foram as complicagdes mais
comuns. Geralmente, quando o individuo necessita de internacdo, ha a necessidade de
transfusdo sanguinea (Brasil, 2009; Minas Gerais, 2024). Em nosso estudo, mais de 30%
dos individuos passaram por pelo menos uma transfusao no ano anterior ao inicio do
estudo e, destes alguns estavam em regime de transfusdo. As transfusdes esporadicas
podem ser realizadas em decorréncia de algumas indicagdes, como por exemplo: AVE,
STA, HP, priapismo, crise algica refrataria, infecgdes graves, gestacdo, cirurgias entre

outras (Minas Gerais, 2024). A terapia transfusional cronica ¢ um tratamento utilizado
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principalmente nos pacientes que tem alto risco de desenvolvimento de AVC, com base
no Doppler transcraniano (DTC) (Adams et al., 1998).

A triagem anual para aumento do risco de AVC por ultrassom DTC ¢
recomendada pela Sociedade Americana de Hematologia, assim como no Brasil, para
criancas de 2 a 16 anos de idade com HbSS ou HbS/B° talassemia. Apesar dessa
recomendacao, 77% dos individuos avaliados neste estudo havia realizado o exame no
ano anterior ao inicio do estudo. Quando utilizamos o resultado do DTC para a
classificagdo para risco de AVE (VMM > 200 cm/s), apenas 2,35% (n = 2) dos individuos
seriam classificados como tendo alto risco, valor inferior ao encontrado no estudo de
Belisario e colaboradores (2015), avaliou 386 criancas com AF de 4,5 a 14,5 anos, ¢
encontrou prevaléncia de 8,3% de alto risco de AVE (Belisario et al., 2015). Mas, se
considerarmos todas as pessoas que foram classificadas como tendo DTC anormal (VMM
> 170 cm/s), 7,06 % (n = 6) entrariam na classificagao de alto risco.

A terapia com HU ¢ a mais utilizada no Brasil para pessoas com AF a partir de
alguns critérios recomendados pelo MS. A HU foi prescrita para 54,55% das pessoas
deste estudo, cenario condizente com a indicagdo da HU no Brasil, que segue o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) da Doenga Falciforme (Brasil, 2018). O
protocolo preconiza a terapia com HU em individuos a partir de 2 anos ou a partir de 9
meses que se enquadrem em critérios indicativos de complicagdes clinicas mais graves
ao longo da vida. A possibilidade de melhoria do quadro clinico € aumento de sobrevida
do individuo tem sido levadas em consideracao nas discussdes que defendem o uso da
HU em todas as criangas com AF a partir dos 9 meses de vida, independentemente da
gravidade da doenga. Ha também uma deliberagao continua sobre a viabilidade da terapia
ainda mais precoce, visando melhores resultados ao abordar preventivamente as quedas
de HbF e Hb que normalmente ocorrem nos primeiros meses de vida (Iughetti; Bigi;
Venturelli, 2016; Schuchard et al., 2019). Uma nova concentragdo de HU disponivel no
SUS, fortalece a ideia de seu uso em criangas, aspirando maior facilidade de manipulagao,
ajuste de doses e melhoria da adesdo a terapia (Brasil, 2024b). A dose inicial indicada ¢
15 mg/kg/dia, caso nao se identifique toxicidade hematologica, a dose pode totalizar até
35 mg/kg/dia (Brasil, 2018). A média de dose de HU neste estudo foi de 18,39mg/kg/dia.
A HU aumenta a HbF via supressdo temporaria da hematopoiese e eritropoiese de
estresse, o que leva a diminui¢do da inflamagao pela redugdo dos leucécitos e plaquetas
(Brandow; Liem, 2022). Os valores maximos de HbF com a utilizacdo de HU ocorrem

geralmente apds o primeiro ano de terapia (Maier-Redelsperger et al., 1998). Em nosso
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estudo apenas 11,76% dos individuos estavam a menos de um ano em terapia com HU, o
que indica que a maioria deles ja se encontrava com o nivel maximo de expressao de HbF.

A HU também gera diminuicao da expressao da molécula de adesao e aumento da
producao de NO (Brandow; Liem, 2022). Além disso, o seu uso reduz a necessidade de
transfusdo (Bispo ef al., 2017). Embora nos ndo tenhamos avaliado dados clinicos e
laboratoriais anteriores a terapia com a HU, entendemos que a maioria dos individuos em
terapia sao aqueles que apresentam parametros laboratoriais de pior progndstico e/ou
maior gravidade nos desfechos clinicos, dado os critérios normativos exigidos para
selecdo. O perfil hematologico dos individuos em terapia com HU foi significativamente
melhor do que o dos individuos do grupo NHU por apresentar maior valor de média de
Hb, Ht, HCM, VCM, HbF e menores valores de média de leucocitos, neutrofilos,
monocitos ¢ reticuldcitos, resultados consistentes com a acdo da HU e com dados da
literatura (Bispo et al., 2017; Brandow; Liem, 2022; Matte et al., 2019; Phillips et al.,
2018). As andlises de regressao mostraram que o uso de HU aumenta substancialmente
os niveis de HbF e diminui de BI. Dessa forma, a terapia de HU além de reduzir
marcadores de risco de hemolise e inflamagao, aumenta a HbF que reduz as complicagdes
clinicas da AF (Bernaudin et al., 2016; Charache et al., 2016; Rankine-Mullings; Nevitt,
2022).

Encontramos na analise de regressao concentragdes de HbF significativamente
maiores em individuos do sexo feminino, o que ¢ condizente com o estudo de Hu, Gao e
Li (2018) que encontraram concentracdes de HbF maiores em mulheres do que em
homens, independentemente da idade (Hu; Gao; Li, 2018). Notamos ainda que os
parametros de Hb e HbF com a terapia de HU podem aumentar significativamente
dependendo dos genotipos de variantes de PPARs (genodtipo CC de rs10865710 de
PPARG; genotipos AG+GG de 15709158 de PPARG e genotipo TCHCC de rs2016520 de
PPARD).

Entre as andlises lipidicas, as pessoas do grupo HU avaliadas apresentaram
maiores médias de APOA1, APOB, CT, LDL, NHDL, HDL, tendendo, portanto, a reduzir
a hipocolesterolemia observada nos individuos sem terapia. Por outro lado, encontramos
que, dependendo de gendtipos especificos das variantes de PPAR as quais apresentam
acdes no metabolismo de lipidios, o efeito da terapia de HU pode trazer maior beneficio
ao individuo com AF em relacao a normaliza¢ao dos parametros lipidicos (presenc¢a do
alelo A de rs4253747 de PPARA; gendtipo CC de 1510865710 de PPARG; gendtipo AA
de rs709158 de PPARG e genoétipo TT de rs2016520 de PPARD). Embora, os dados da
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literatura em relag@o ao efeito dessas variantes sejam ainda controversos (Quadro 6), na
maioria dos casos, o0 alelo C-rs10865710 de PPARG, o alelo A-rs709158 de PPARG ¢ o
alelo T-rs2016520 de PPARD estao relacionados ao aumento de lipidios. Dessa forma, a
combinacdo de gendtipo de PPARs aliado ao uso de HU poderia impactar mais
significativamente na modificag¢do do perfil lipidico de individuos com AF.

Em trabalhos anteriores, nds mostramos que o subfenotipo dislipidémico esta
presente nessa populacao (Cruz et al., 2021; Valente-Frossard et al., 2020). A melhora
do subfendtipo de disfuncdo hemolise endotelial, naqueles tratados com HU, leva a
diminui¢ao da eritropoiese e consequente reducao de consumo lipidico pela medula dssea,
0 que poderia explicar os maiores niveis lipidicos nestes individuos. As menores médias
de TG como as encontradas na nossa populagdo, também foram relatadas em outros
estudos (Adegoke et al., 2016; Akinlade et al., 2014; Aleluia et al., 2017; Cruz et al.,
2021; Ephraim et al., 2016; Seixas et al., 2010; Teixeira et al., 2019; Teixeira et al., 2017,
Valente-Frossard et al., 2020; Zorca et al., 2010). Na populacao estudada, a alteragdo de
marcadores de hemacias como VCM e HCM e melhoria dos parametros lipidicos com a
terapia com HU foi acompanhada por menores médias de marcadores de hemolise, como
BT, BD, BI ¢ LDH e reducdo de marcadores inflamatorios, como leucocitos ¢ aumento
de Hb e HDF, efeitos também descritos em outros individuos com AF (Bispo et al., 2017,
Keikhaei; Yousefi; Bahadoram, 2015; Phillips et al., 2018; Rigano et al., 2018). A
alteragdo no perfil lipidico em relacao a terapia da HU na AF ainda € uma controvérsia
uma vez que ha estudos em que ndo foi encontrada associacdo significativa (Lalanne-

Mistrih et al., 2018; Teixeira et al., 2017).

6.2 ASSOCIACOES SIGNIFICATIVAS DOS POLIMORFISMOS GENETICOS COM
PARAMETROS LABORATORIAIS

As analises de associagdo, magnitude de efeito, correlag@o e regressdo mostraram
que os polimorfismos de PPARA e PPARG explicam parte das variagdes encontradas em
alguns marcadores de hemolise (bilirrubinas, LDH, reticuldcitos), inflamagao
(monocitos) e vasooclusdao/hipercoagulabilidade (plaquetas) na populacdo com AF.
Resumidamente, as analises de regressdo ajustadas para uso de HU, sexo e idade
identificaram que a presenca do alelo A-rs4253747 de PPARA nos genotipos (AT/AA) ¢
fator de risco para niveis elevados de BT e que o genotipo AG ou GG de PPARG rs709158
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protege contra altos niveis de LDH, ambos utilizados como marcadores de hemdlise e
inflamacdo (Praharaj; Anand, 2021).

O genotipo AT ou AA de rs4253747 de PPARA apresentou efeito moderado de
aumento nos niveis de BT e BI e efeito pequeno de redu¢dao em plaquetas; o genotipo AA
foi associado a redugdo de reticuldcitos e aumento de mondcitos com efeito de magnitude
pequeno. E o primeiro relato do efeito de risco do alelo A-rs4253747 associado a niveis
elevados de BT na AF. Em individuos tibetanos, essa variante foi associada a risco
aumentado de perda de apetite em condigdes de alta altitude (Pan et al., 2019) e outras
variantes intronicas em PPARA, em desequilibrio de ligacao, foram associadas a prote¢ao
de cefaleia em condigdes de hipoxia (Shen et al., 2020). Adicionalmente, variantes e
haplétipos no gene PPARA em individuos tibetanos (Simonson et al., 2010) e populacao
da Etiopia (Scheinfeldt ef al., 2012), que experimentam condi¢des de extrema altitude,
foram também relacionadas a reducdao dos niveis de hemoglobina, uma forma de
adaptacdo que evita a “doenca de montanha” caracterizada por elevada eritropoiese
(Majmundar; Wong; Simon, 2010). A adaptacdo a hipoxia e ao estresse oxidativo sdao
condigdes relacionadas a indugdo ou a inibigcdo de varios genes pelos fatores induziveis
por hipoxia (HIF - Hypoxia-inducible factors) (Nakayama; Kataoka, 2019). HIF
silenciam a expressdo do gene PPARA (Shen et al., 2020; Simonson et al., 2010) e de
seus genes-alvo na tentativa de suprimir o metabolismo oxidativo da beta-oxidacao de
acidos graxos e aumentar a capacidade glicolitica das células (Belanger et al., 2007;
Mooli et al., 2021). Em condi¢des de hipdxia, geralmente hd um aumento da expressao
de eritropoietina (EPO) por um dos HIF (HIF2a) na tentativa de manter a homeostase de
oxigénio (Majmundar; Wong; Simon, 2010). A reducao de hemoglobina na presenca de
variantes de PPARA seria um mecanismo de adaptacdo em altas altitudes, evitando a
“doenca de montanha”.

O HIF1-a também aumenta a expressao de heme oxigenase 1 (HO-1), codificada
pelo gene HMOX1, em condigdes de hipdxia e estresse celular (Komatsu; Hadjiargyrou,
2004). Na AF, onde a hipoxemia tecidual local na microvasculatura aumenta a adesao
endotelial e sustenta a polimerizagao das heméacias com consequente hemolise e
vasooclusdo (Papageorgiou et al., 2018), a produgdo de HO-1 ¢ induzida para catalisar a
conversdo do heme em biliverdina, monoxido de carbono e ferro ferroso. A biliverdina é
convertida em bilirrubina pela bilirrubina redutase (Creeden et al., 2021). A HO-1 confere
citoprotecdo contra a morte celular em varios modelos de lesao pulmonar e vascular,

inibindo a apoptose, a inflamagdo e a proliferacdo de células imunoldgicas (Origassa;
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Céamara, 2013). Por outro lado, os efeitos protetores da bilirrubina sdo amplamente
reconhecidos, o que levou a sua consideragdo como terapéutica para uma série de doengas
(Ryter; Choi, 2016), incluindo a protecdo contra aterosclerose coronariana, doenca
cardiovascular e outras morbidades (Liu ef al., 2015; Wallner et al., 2013). O sistema
hepatobiliar ¢ um dos mais afetados na DF visto o processo de falcizagdo intra-hepatico
durante as crises agudas (vasooclusivas) e manifestacdes cronicas da doenca, e se
manifesta desde uma hiperbilirrubinemia benigna a uma falha hepatica significativa
caracterizando o termo ‘“hepatopatia da doenga falciforme” (Shah, Taborda, Chawla,
2017). A colelitiase que afeta cerca de 70% dos individuos com DF ¢é consequéncia da
hiperbilirrubinemia ndo conjugada ou BI (Milton ef al., 2012). A bilirrubina indireta,
mesmo em concentragdes fisiologicas, age como um co-ativador direto e especifico de
PPAR-a no nucleoplasma para induzir a expressao de varios genes e tem sido considerada
um novo ligante enddcrino (Creeden et al., 2021; Gordon et al., 2021; Thomas et al.,
2022; Vitek, 2020). A glucuronidagdo ou conjugacao da bilirrubina ¢ feita por enzimas
denominadas uridina-difosfoglucuronato glucuronosiltransferases (UGT). UGTIAI ¢ o
regulador clinicamente mais importante deste processo (Perera; Innocenti; Ratain, 2008)
e ¢ transcricionalmente regulado por PPARa (Zhou et al., 2014). Creeden e colaboradores
(2021) sugerem que o eixo PPARa-UGT pode atuar como um mecanismo de
retroalimentagao negativa para a acdo da bilirrubina no PPARa, resultando na reducao
dos niveis de bilirrubina e, consequentemente, na sua propria atividade sobre o PPAR«
(Figura 23). Estudos genéticos de individuos afro-americanos com AF demonstraram

uma associagao de risco entre SNPs de UGTA e bilirrubina total (Milton et al., 2012).
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Figura 23: Esquema apontando mecanismos de modulag@o da atividade de PPARa pelos
eixos HO-1-bilirrubina-PPARa-UGT e HIF-PPARa

Bilirrubina
Direta
——9 ugr
/\- Ligante exclusivo de PPARQ
x Bilirrubina Retroalimentagéo
Indireta negativa
Hipéxia e + = HIF
Estresse oxidativo
Biliverdina
+ redutase
Hemélise *—= Heme HO-1 Biliverdina + CO + Fe

Nota: A modulacdo da atividade de PPARa pode ocorrer de diversas maneiras, entre elas, pelos
eixos HIF-PPARa ¢ HO-1-bilirrubina-PPARa-UGT. No primeiro, o HIF atuara ativando a acao
de HO-1 em converter heme em biliverdina, monéxido de carbono e ferro ferroso, HIF também
silencia a expressao do gene PPARA, que consequentemente diminuira a ativagao de UGT.

Ja no eixo HO-1-bilirrubina-PPARa-UGT, acontece a ativagdo de PPARa por acdo da bilirrubina
indireta, que atuara como um ligante coativador de PPARa, incentivando sua atuagdo em
aumentar a atividade de UGT em converter BI em BD. Um mecanismo de retroalimentag¢ao
negativa, para a acdo da bilirrubina no PPARa estard em funcionamento, resultando na reducao
dos niveis de bilirrubina e, consequentemente, na sua propria atividade sobre o PPARa. PPARa:
receptor ativado por proliferagdo de peroxissomos alfa; HIF: fatores induziveis por hipoxia; HO-
1: heme oxigenase 1; UGT: uridina-difosfoglucuronato glucuronosiltransferases.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Diante desses cenarios que envolvem os eixos HO-1-bilirrubina-PPARa-UGT e
HIF-PPARa, nos sugerimos que a variante A-rs4253747 em individuos com AF, em
decorréncia de expressao aumentada ou da falha de modulagdo da expressao de PPARA
por HIFs ou outros fatores, em condi¢des de hipdxia e estresse oxidativo, associa-se ao
aumento de bilirrubinas devido a magnitude de efeito moderado e associagdo de risco
significativo na analise de regressdo. Portanto, sugerimos que o eixo de retroalimentagao
negativa PPARa-UGT pode estar comprometido na presenca da variante A-rs4253747.
Dessa forma, postulamos que a forte associagao observada para aumento do risco de
niveis altos de BT ¢ de outros marcadores com associagdo menos evidenciada neste
estudo, pode ser resultado da agdo pleiotropica e da funcgdo reguladora transcricional que
PPARa exerce sobre o eixo de sinalizacao anti-oxidante e anti-inflamatério HO-1-

bilirrubina-PPARa-UGT em condigdes de hemolise/estresse oxidativo/inflamatoério,
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estado fisiopatologico desencadeado pela AF, que exacerba a tendéncia de

hiperbilirubinemia na doenca (Figura 24).

Figura 24: Conexdes das atividades reconhecidas de PPARA, da variante A-rs4253747
de PPARA, dos eixos HO-1-bilirrubina-PPARa-UGT e HIF-PPARa e dos resultados
encontrados no nosso estudo
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Nota: O PPARa ¢ um fator de transcricdo que atua em diversos genes alvos envolvidos em
supressdo da inflamagao, regulagdo do metabolismo lipidico hepatico durante o jejum, transporte,
esterificacdo e oxidagdo de acidos graxos e dissipacdo de energia. A variante A-rs4253747 foi
associada a adaptacdo a hipdxia em atas altitudes com supressdo do apetite, o que seria uma
adaptacdo a hipoxia e ao estresse oxidativo via eixo HIF-PPARA. A explicagdo seria o
silenciamento do gene PPARA por HIF com intuito de aumentar a capacidade glicolitica das
células com supressdo do metabolismo oxidativo da beta-oxidacdo de acidos graxos. A Bl € um
co-ativador de PPARa, aumentando a atividade de UGT em converter BI em BD, por um
mecanismo de retroalimentagdo negativa. Em nosso estudo, o alelo A-rs4253747 foi associado a
aumento de BT, BI, mondcitos e redugdo de plaquetas, APOB e reticulocitos. Propomos que a
presenca do alelo A-rs4253747 de PPARA faz com que o processo de retroalimentagdo negativa
do eixo HO-1-BILIRRUBINA-PPARA-UGT esteja diminuido ou inexistente e que a atividade
de silenciamento de HIF sobre o PPARA esteja mais em evidéncia na presenga dessa variante,
uma vez que os niveis de BT estdo mais elevados em individuos que apresentam o alelo A. As
informacdes destacadas em vermelho foram significativas na anélise de regressdo. PPARa:
receptor ativado por proliferagdo de peroxissomos alfa; HIF: fatores induziveis por hipoxia; BT:
bilirrubina total; BI: bilirrubina indireta; APOB: Apolipoproteina B; UGT: uridina-
difosfoglucuronato glucuronosiltransferases.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nossa hipotese de que o alelo A-rs4253747 leva a expressdo aumentada de
PPARa, ¢ também fortalecida pelo achado que homozigotos para o alelo de menor
frequéncia (genotipo AA) apresentam menores indices de ApoB. PPARA ¢ altamente

expresso no figado, onde exerce funcdes de controle de metabolismo lipidico,
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especialmente oxidag¢do de acidos graxos (Kersten; Stienstra, 2017) e estd relacionado
com niveis de lipidios (Christofides et al., 2021; Duszka et al., 2020; Kota, Huang,
Roufogalis, 2005; Monsalve et al., 2013; Wagner et al., 2010). Outros polimorfismos de
PPARA em GWAS foram associados ao aumento dos niveis de colesterol total e LDL-C
(Willer et al., 2013), de NHDL-C (Graham et al., 2021), de 4cidos graxos de cadeia longa
(Lemaitre et al., 2015) e ApoB. Como exemplo, trés estudos independentes mostraram
que o alelo 7C do SNP rs4253778 no intron 7 G > C de PPARA apresenta efeito protetor
na regulagdo do metabolismo de lipidios. O primeiro estudo, envolvendo populacao
brasileira, encontrou que o alelo 7C-rs4253778 foi significativamente associado com
menores niveis de VLDL e maiores de HDL-C (Chen et al., 2010); o segundo estudo com
populacdo com doencga cardiaca isquémica mostrou que niveis de LDL-C e TG eram
menores em carreadores do alelo 7C (Balcerzyk; Zak; Krauze, 2007) e o terceiro estudo
com populagdo chinesa mostrou que carreadores do alelo 7C-rs4253778 apresentam
menor razdo apoA-1/apoB (Hai et al., 2014). Curiosamente, este mesmo alelo 7C-
rs4253778 e a variante de sentido trocado Leul62Val rs1800206 C>G (estdo em
desequilibrio de ligacdo) e mostram efeitos significativos no desempenho de
velocidade/poténcia em atletas e no perfil lipidico incluindo niveis de Apo-B
(Maciejewska-Skrendo et al., 2019; Vohl et al., 2000). O rs4253747 que analisamos
também esta localizado em regido nao codificadora, no intron 2
(NM_001393941.1:¢.370-923T>A). Embora nao seja conhecida a fungdo especifica
destas variantes intronicas, elas poderiam fazer um papel de ligacdo a varios fatores de
transcri¢do (ou seja, promotor ou enhancer), afetar a propria transcri¢cao ou ainda regular
microRNAs que afetam a expressaio de PPARA e, consequentemente, sua acao
transcricional sobre outros genes (Shen et al., 2020) ou ainda, estarem em desequilibrio
de ligagao com outra variante funcional ndo identificada. Provavelmente, a dislipidemia,
que predomina nos individuos com AF (Seixas et al., 2010; Zorca et al., 2010 e outros)
nao pode ser explicada somente pelas variantes de PPARs mas, por mecanismos
intrinsecos a doenca. Pode também existir outros fatores genéticos e/ou ambientais
envolvidos que ainda nao foram investigados, ou a populagdo deste estudo foi insuficiente
para alcangar poder estatistico para identificar pequena variacao nos parametros lipidicos.
Posteriores estudos sdo necessarios para esclarecer se a variante rs4253747 estd associada
ao aumento da expressao de PPARA e como isso impacta na fisiopatologia da AF.

Além do PPARA, outro membro da subfamilia de receptores nucleares PPARs ¢

o gene PPARG que codifica o fator de transcrigdo PPAR-y. A proteina PPAR-y exerce
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funcdes regulatérias em varias vias metabdlicas e inflamatérias pelo controle
transcricional de genes alvos. Em nosso estudo foram investigados dois polimorfismos
de PPARG: 1s709158 e rs10865710. O SNP rs709158 A/G ¢ uma variante do intron 2
bem como rs10865710 (c.-681C>G). Redugdo moderada na contagem de plaquetas e
redu¢do de magnitude elevada na VMM, bem como pequeno aumento de HbF foram
encontrados para os gendtipos AG+GG do rs709158 de PPARG. Além disso, os quatro
tipos de analises estatisticas realizadas na nossa populagdo de AF mostraram efeito de
redu¢do moderado em LDH nos gendtipos AG+GG, ou seja, a presenga do alelo G-
rs709158 (gendtipos AG e GG) ¢ fator protetor para niveis reduzidos de LDH. O alelo G-
15709158 foi associado a redugdo de plaquetas (p = 1,761 x 10~7; beta=-0.0221) mas ndo
alcancou significancia para LDH nos dados compilados de estudos GWAS disponiveis
no portal CMDKP que incluem resultados genéticos, epigendmicos € computacionais
para multiplas doencas e caracteristicas metabolicas (HuGeAMP, 2024a). A LDH, uma
enzima intracelular, ¢ um biomarcador indireto classico de hemolise intravascular cronica
(Land et al., 2013) e ¢ considerada marcador diagnostico e progndstico de complicacdes
agudas e cronicas na DF (Aleluia ef al., 2017; Land et al., 2013; Stojanovic; Lionnet,
2016). A LDH correlaciona-se com contagens de reticuldcitos, sendo relacionada a
gravidade da DF e com moléculas de adesdo soluveis derivadas do endotélio,
consideradas marcadores de ativagdo endotelial que sao normalmente reprimidas por NO
(Gilli et al., 2016). O PPARG ¢ altamente expresso pelos adipodcitos, musculos
esqueléticos, figado e rim e, em menor extensdo, no colon e nas células do sistema
imunolégico — macréfagos. Recentemente, foi mostrado que aumento de PPAR-y alivia
a lesdo hepatica induzida por sepse, reduz enzimas aspartato aminotransferase sérica
(AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina total (BT) e aumenta a liberacao de
LDH (Li et al., 2022). Foi mostrado que a LDH, um marcador de hemdlise/inflamacao,
esta associado com VMM em criangas brasileiras com AF (Adanho et al., 2022). Em
nosso estudo, os parametros tanto a VMM quanto a LDH nos individuos em terapia de
HU e de gendtipos AG ou GG de rs709158 estavam reduzidos. Embora nao saibamos
afirmar se a variante G-rs709158 realmente afeta a expressao de PPARG por algum
mecanismo especifico, possivelmente aumentando a producdo de PPAR-y e
potencializando os efeitos anti-inflamatérios e imunomodulatérios que podem ser
benéficos para os individuos com AF, nossos achados apontam essa possibilidade.
Adicionalmente, ¢ em relagdo ao polimorfismo rs10865710 nds encontramos

diferenga significativa para redu¢do da contagem de monoécitos com tamanho do efeito
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moderado em individuos de gendtipo GG. No entanto, o resultado com analise de
regressao ndo alcangou significancia provavelmente porque, para essa analise, o ideal ¢
ter, no minimo, dez individuos para cada variavel inserida no modelo e no estudo havia
somente nove individuos com genotipo GG. Alelo G-rs10865710 foi associado a redugao
de mondcitos (p =0,01352 beta = -0,0044) nos dados compilados de estudos GWAS
disponiveis no portal CMDKP que incluem resultados genéticos, epigendmicos e
computacionais para multiplas doengas e caracteristicas metabolicas (HuGeAMP,
2024b). No estudo de Lu e colaboradores (2019) foi demostrado que o alelo G-
rs10865710 reduz a atividade de ligagdo ao DNA do fator de transcricdo CREB2 ao
promotor de PPARG e, portanto, essa variante estd associada com menor atividade
enhancer transcricional. Neste mesmo estudo, a sepse traumatica foi associada a presenca
de genotipos CG e GG de rs10865710. O PPARG ¢ expresso em varios tipos de células
do sistema imunolégico tanto do inato quanto do adaptativo. Esses sistemas sdo
fortemente influenciados pela ativagdo do PPAR, desencadeando a diferenciagdo de
mondcitos em macrofagos M2 (Song et al., 2019), e outras populacdes de leucdcitos,
como linfocitos e células dendriticas (Hutter et al., 2013). Sabe-se que o aumento de
mondcitos estd correlacionado ao aumento de PPAR-y e redugdo de NF-kB
proporcionando um fendtipo anti-inflamatorio com macréfagos M2 (Antunes et al., 2020;
Bouhlel et al., 2007; Liu et al., 2021). Na doenga falciforme, os mondcitos, ativados por
HbS livre, desempenham um papel essencial na inflamacao, sendo responsaveis por uma
maior producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, interleucina-1p (IL-1B) e
IL-6 (Allali et al., 2022). PPAR-y ¢ expresso também pelo endotélio vascular pulmonar
e sua repressao em presenca de hipoxia foi relacionada a hipertensao pulmonar (HP) (Lu
et al.,2013; Wang et al., 2015). Produtos derivados da hemodlise também podem reduzir
PPAR-y, contribuindo para HP na AF, via sinalizagio PPAR-y/HUWE1/miR-98 que
aumenta NF-kB e endotelina-1 (ET-1) ocasionando a disfun¢do endotelial (Jang et al.,
2021). Transcriptomica de mondcitos CD14" na DF mostrou o envolvimento dessas
células no desenvolvimento da vasculopatia apoiado pela regulagao positiva da
sinalizagdo de PPARG, GUCYI1AI, KLFS5, CTSL e CXCR3 (CXCLY9 e CXCLI11), que
haviam sido previamente associadas ao remodelamento vascular e ao desenvolvimento
de HP (Vuren et al., 2021). Em nosso estudo, a redugdo de mondcitos observado nos
individuos com AF e de genotipo GG-rs10865710 nao pode ser explicada como causa-
efeito da diminui¢ao de expressao de PPAR-y ja que essa € realizada por mondcitos. Mas,

se o genotipo GG-rs10865710 ocasiona menor expressao de PPARG, nos podemos propor
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que este efeito pode impactar no agravamento dos subfendtipos de disfuncio
endotelial/inflamacdo e alguns desfechos clinicos da AF que dependem da acdo deste
fator de transcri¢ao para impedir a atividade transcricional de genes-alvos como os de
NF-xB e ET-1 (Jang et al., 2021). Desse modo, para definir se a variante rs10865710 de
PPARG tem relagdo causa-efeito com mondcitos ou se agrava os desfechos clinicos ou se
trata de um resultado estatistico sem relagdo bioldgica, nos precisamos realizar outros
experimentos para correlacionar a expressao de PPAR-y pelos genotipos de rs10865710
com a caracterizagao clinica e laboratorial em maior niumero de individuos com AF e
grupo controle. Destacamos as agdes reconhecidas do PPAR-y e das variantes rs10865710

e 1s709158 de PPARG, além dos nossos achados e hipoteses na figura 25.

Figura 25: Esquema indicando ac¢des reconhecidas do PPARY e das variantes rs10865710
e rs709158 de PPARG, nossos achados e hipdteses
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Nota: O PPARy é um regulador das vias metabolicas e inflamatorias, expresso em células do
sistema imune e contribui para a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos M2. A variante G-
rs10865710 de PPARG esta associada a menor atividade enhancer e aumento de glicose,
triglicerideos, APOB, LipoA e colesterol total e reduz mondcitos. Em nosso estudo o alelo GG
desta variante foi associado a reducdo de mondcitos. Nossa hipdtese ¢ de que uma menor
expressdo de PPARG poderia impactar no agravamento dos subfenotipos de disfuncdo
endotelial/inflamagdo que dependem da ago deste fator de transcricdo para impedir a atividade
transcricional de genes-alvos como os de NF-kB e endotelina-1 (ET-1). A variante G-rs709158
esta associada a colesterol total basal superior a 240 mg/dL. Em nosso estudo os genotipos
AG+GG reduzem plaquetas (mais significativo com uso de HU), LDH, VMM e lipidios
aumentam com uso de HU nestes gen6tipos. Nossa hipdtese € que a variante G-rs709158 poderia
afetar a expressdo de PPARG, aumentando a producdo de PPAR-y e potencializando os efeitos
anti-inflamatorios e imunomodulatérios. O LDH destacado em vermelho foi associado na andlise
de regressdo com gendtipos AG+GG. PPAR-y: receptor ativado por proliferacdo de peroxissomos
gama; 1s: referéncia de SNP; HU: hidroxiuréia; APOB: apolipoproteina B; LipoA: lopoproteina
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A; NF-kB: fator nuclear kappa B; LDH: lactato desidrogenase; VMM: velocidade média maxima;
mg/dL: miligrama por decilitro.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Neste estudo nos também avaliamos a co-heranga de alfa-talassemia, um dos
principais modificadores do fendtipo clinico na DF (Liu ef al., 2016) e o polimorfismo
rs11865131 no intron 5 de NPRL3 que tanto altera a expressdo dos genes de alfa-globina
como foi sugerido como um modificador do efeito de alfa-tal na AF (Raffield ef al., 2018).
Em nossa populagdo de estudo 19% dos participantes com AF eram homozigotos ou

heterozigotos para a delegdo a>7KP,

A co-heranca da alfa-tal, na maioria dos casos
causada por mutagdes delecionais dos genes HBA1/HBA2 na AF, é comumente relatada
em diferentes populagdes de descendéncia africana. Na Africa, a frequéncia de delegdo
de genes HBA na DF ¢ de 0,58 (Mcgann et al., 2014). Figueiredo et al. (2017), em estudo
realizado em Nova York com individuos HbSS e HbSB®, encontraram a frequéncia de
0,42 da delecdo 37", Liu e colaboradores (2016) estimaram que aproximadamente um
ter¢o dos individuos africanos e seus descendentes que possuiam algum tipo de DF
apresentam co-heranga de alfa-tal. No Brasil, onde a prevaléncia do portador silencioso
de alfa-tal na populagdo em geral pode atingir até 20% e se considerarmos os individuos
afrodescendentes, essa frequéncia pode alcancar 20% a 25% (Cancado, 2006), a co-
heranga de o>"%" ¢ AF foi de 0,14 na Bahia (Aleluia et al., 2017) e em Minas Gerais, em
individuos de genétipos SS, SP°-tal, ou SB*-tal tipo I, a prevaléncia de a>"% foi de 25,5%
(Belisario et al., 2015).

A co-heranga de alfa-tal em individuos com DF ¢ considerada um importante fator
modulador por alterar parametros hematoldgicos, diminuir a HbS dentro das hemacias e
consequentemente levar a reducao da polimerizacao (Quinn, 2016; Schechter, 2008) e da
hemolise (Quinn, 2016). Semelhante a outros estudos (Aleluia ef al., 2017; Belisério et
al., 2010b; Figueiredo et al., 2017; Hsu et al., 2003), nés encontramos associagdes
significativas negativas de magnitudes elevadas de alfa-tal com VCM e HCM nos grupos
com ou sem terapia de HU. Na populagdo do estudo, a co-heranga de alfa-tal ¢ capaz de
predizer apenas os niveis de HCM abaixo de 26,5 g/dL. Para VCM, o modelo de regressao
logistica binaria foi significativo, contudo, o resultado da regressdo nao alcangou
significancia. Estes dados estdo de acordo com Rahimi e colaboradores (2006) que
também s6 encontraram redu¢ao em HCM.

Em adi¢@o a co-heranca de alfa-tal, n6s analisamos o SNP rs11865131 A/G e

avaliamos o seu efeito nos parametros laboratoriais e dados clinicos na populacdo com
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AF, isoladamente ou em combinagdo com alfa-tal. A frequéncia do alelo A-rs11865131
foi maior entre individuos AF sem alfa-tal (0,33) em comparacdo com aqueles que
apresentam a co-heranga de alfa-tal (0,21), semelhante ao relatado por Raffield e
colaboradores (2018), que encontraram frequéncias de 0,27 e 0,14, respectivamente, para
o rs11248850, variante em desequilibrio de ligagdo com a rs11865131. Entretanto, sem
diferenga significativa, no nosso estudo. Alguns estudos indicam que parte da
heterogeneidade fenotipica da AF relacionada a alfa-tal poderia ser explicada por
variantes nos elementos reguladores do agrupamento de genes HBAI/2, que podem
regular positiva ou negativamente a expressao génica (Milton; Shaikho; Steinberg, 2019;
Steinberg et al.,2019). A variante de intronrs11865131 do gene NPRL3 sobrepde a regido
reguladora MCR-2 dos genes do grupamento alfa-globina. O SNP rs11865131 foi
caracterizado como um loci de caracteristicas quantitativas de expressdao (e-QTL
“Expression quantitative trait loci”) por afetar a atividade deste enhancer (Ghazi et al.,
2020) e levar a mudangas significativas no nivel de metilacdo de dinucleotideos CpG
dentro da regiao de a-globina e em regido CpG a menos de 300 pares de base distante do
elemento MCS-R2 (McRae et al., 2018; Raffield et al., 2018). Embora ainda sem
mecanismo esclarecido, Raffield e colaboradores (2018) sugerem que o alelo A-
rs11865131 prejudica a atividade enhancer mas, paradoxalmente, acarreta um aumento
da expressao dos genes HBAI/HBA?2 e, possivelmente, esta associado as modificagdes
dos parametros clinicos e laboratoriais. Nos ndo encontramos associagao de rs11865131
com os dados clinicos avaliados (crises algicas, internagdo, transfusdo ou VMM), mas
detectamos associagdes com parametros laboratoriais. Nos observamos que a presenca do
alelo A-rs11865131 nos genotipos estd associada ao aumento aditivo e significativo de
Hb e que o genotipo AA ¢ protetor para niveis baixos de Hb (< 11 g/dL) e aumento
elevado de hematocrito na populacao total de AF estudada. Porém, diferente da co-
heranca de alfa-tal, ndo se observou alteragdo dos indices de VCM e HCM entre os
gendtipos, mas, nos gendtipos AG e AA houve um aumento de magnitude moderada em
BT, Bl e APOA1. No entanto, quando separamos os grupos em individuos com alfa-tal e
sem alfa-tal, nds conseguimos mostrar que o efeito do alelo A-rs1186513 1no aumento de
Hb somente ocorre no grupo com co-heranga de alfa-tal e que VCM e HCM nao diferem
entre os genotipos de rs1186513, mas tendem a normalizar esses parametros nos
individuos com a presenca do alelo A, embora sem alcancar significancia. Nos também
nao conseguimos replicagdo do efeito sobre os parametros de BT, BI ou APOA-1 dentro

dos grupos de alfa-tal ou sem alfa-tal, que ndo diferiram significativamente entre os
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genotipos de A-rs11865131. Esses achados poderiam ser explicados por uma das
situagdes: reducdo de tamanho amostral que diminui o poder estatistico para detectar
pequenas variagdes ou a distribuicdo alélica de rs11865131 diferente nas populagdes com
e sem co-heranga de alfa-tal, o que ndo ocorre na nossa populagao. Em estudo envolvendo
individuos com AF, a presenca de A-rs11865131 e co-heranga alfa-tal foi associado a
normalizacdo dos pardmetros hematologicos com maiores indices de VCM e HCM
(particularmente HCM), menor risco de infarto cerebral (Raffield et al., 2018) e anulou o
efeito de reducdo da hemolise de alfa-tal no grupo de individuos sem terapia com HU
(Milton; Shaikho; Steinberg, 2019).

Um achado surpreendente em nosso estudo, e ndo apresentado em outros com AF,
¢ de que os individuos, com ou sem alfa-tal, em terapia de HU e portadores da variante
rara A-rs11865131 possuem 5 vezes mais chance de ter niveis altos de BT em relagao aos
que ndo possuem o polimorfismo (OR:5,037; IC:1,065-23,816; p=0,041). Ainda
avaliando niveis de bilirrubina, encontramos que a terapia de HU reduz a chance de
aumento de BI (OR: 0,062; 1C:0,012-0,319; p<0,001), mas a presenga da variante A-
rs11865131 aumenta em 4 vezes a chance de alta BI (OR: 4,052; 1C:1,121-14,649;
p=0,033). Ou seja, detectamos a redu¢do das BT e BI em relagdo ao uso de HU, mas,
risco de aumento desses marcadores de hemolise na AF quando o individuo apresenta o
alelo A-rs11865131 de NPRL3. Estes dados mostram um forte efeito do alelo A-
rs11865131 mesmo sob terapia de HU. No entanto, devido ao pequeno nimero de
individuos com alfa-tal (19%), o efeito da variante A-rs11865131 em anular o efeito
redutor da hemolise da co-heranca de alfa-tal (Milton; Shaikho; Steinberg, 2019), nao
pode ser mostrado na nossa populagao de estudo, mas, foi observado que o alelo A-
rs11865131 na AF esta associado a hemolise. Adicionalmente, identificamos que a
terapia de HU tem maior potencial de beneficio na melhoria de parametros hematolégicos
de gravidade e nos niveis de lipidios em individuos que ndo apresentam o alelo A-
rs11865131 no gendtipo.

Outro polimorfismo préximo a regido reguladora no intron 1 de NPRL3
rs7203560, mas com efeito oposto a rs11865131, foi associado a reducao de marcadores
de hemolise na AF (Milton et al., 2013). Em outro estudo foi encontrado que a
combina¢do de co-heranca de alfa-tal e a variante NPRL3-rs11248850 (que junto com
rs11865131 foram mostradas como elementos reguladores positivos de HBA1/HBA2) ¢é
um fator de risco para hiperfiltragdo glomerular, mas protetora para albumindria no

estagio A2 na AF (Mnika et al., 2022; Ndour et al., 2022).
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Para confirmar o efeito de A-rs11865131 em anular a acdo protetora de co-heranga
de alfa-tal na AF e confirmar se nossos achados sobre risco de aumento de marcadores de
hemolise paradoxalmente a seu efeito de protecao para niveis baixos de Hb (aumento
significativo de Hb somente no grupo com co-heranca de alfa-tal), nds precisaremos
aumentar o tamanho amostral.

O fato de que ¢ alta a frequéncia da variante A-rs11865131 (0,30) na populagdo
estudada e que varia de 0,15 a 0,48 (Projetos 1000 Genome e Alpha) em outras
populagdes, nos apontam que a interacdo desse SNP com co-heranca de alfa-tal na AF
pode estar interferindo nos achados controversos em relagao ao efeito protetor ou de risco
dos desfechos clinicos (Serjeant; Vichinsky, 2018; Williams; Thein, 2018) em estudos
que nao avaliaram o SNP rs11865131. A figura 26 contempla um resumo de resultados
encontrados neste estudo e na literatura da co-heranga de alfa-tal, da variante reguladora

dos genes HBA1/HBA2 rs11865131 e da interacao de ambas.

Figura 26: Resumo de resultados encontrados neste estudo e na literatura da co-heranca
de alfa-tal, da variante reguladora dos genes HBAI/HBA2 rs11865131 e da interacdo de

ambas
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Nota: A alfa-tal estd associada a redu¢do de HCM, CHCM e VCM, hemolise e complicacdes da
disfun¢do hemolitica endotelial; aumento de hemoglobina e complicagdes do subfendtipo de
vaso-oclusdo. Na nossa populacdo a alfa-tal reduziu VCM, LDH ¢ HCM. A variante rs11865131
esta localizada dentro do elemento regulador positivo da expressao dos genes HABA1/HBA2. No
nosso estudo, a presenca do alelo A-rs11865131 aumentou hemoglobina e marcadores de
hemolise (bilirrubinas). A presenga do alelo A-rs11865131 concomitante com a alfa-tal normaliza
os pardmetros HCM e VCM, esta associado a menor risco de infarto e anula o efeito redutor de
hemolise de alfa-tal. No grupo com alfa-tal e presenca do alelo A-rs11865131 de nosso estudo
encontramos aumento de hemoglobina sem alteragdo de HCM e VCM. As informacgdes
destacadas em vermelho foram significativas na analise de regressao. Alfa-tal: alfa talassemia; rs:
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referéncia de SNP; HU: hidroxiuréia; APOA: apolipoproteina A; LDH: lactato desidrogenase;
VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracao
de hemoglobina corpuscular média.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O presente estudo apresenta algumas limitagdes que podem confundir ou reduzir
a generalidade dos nossos resultados. A primeira etapa de quase todos os estudos de
associacdo genética necessita de um nimero adequado de participantes no grupo de
estudo. No nosso caso, o tamanho da amostra, apesar de ter sido feito e obedecido o
calculo de tamanho amostral, o nimero de participantes pode ndo ter sido suficiente para
atingir poder estatistico que permitisse identificar efeitos moderados ou pequenos dos
polimorfismos, especialmente em andlises de regressdao. Assim, vimos a necessidade de
replicar os nossos resultados noutra populagdo, de preferéncia maior. A auséncia de um
grupo controle saudavel e o fato de a pesquisa ter sido realizada em um unico centro
foram também limitadores. NOs cuidamos para incluir fatores modificadores da AF e
variaveis de confusdo nas nossas analises como tratamento com HU, sexo, idade e co-
heranca de alfa-tal. Apesar dessas limitagdes, acreditamos que nossos resultados com as
variantes dos genes PPARs e variante reguladora da expressao dos genes HBA1/2 devem
contribuir para entender melhor se a composicao genética influencia o carater
multifatorial e a gravidade da AF.

Os dados clinicos coletados nesse estudo ndo foram suficientes para detectar o
impacto do aumento de marcadores de hemolise nas complica¢des da AF. A colelitiase,
que ¢ uma das consequéncias clinicas de aumento de bilirrubinas, nao foi investigada nos
participantes deste estudo. Ha necessidade de ampliar os dados de desfechos clinicos para
identificar associagdes com os SNPs avaliados. A andlise de expressao génica
correlacionando com os polimorfismos de PPARs poderia auxiliar a corroborar as
hipoteses aqui aventadas, definir possiveis mecanismos de acao envolvidos e esclarecer

se ha relagao causa-efeito nas complicagdes da AF.
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7. CONCLUSAO

Os polimorfismos de genes PPARs estdo associados a marcadores de hemolise na
AF: a variante A-rs4253747 de PPARA ¢é capaz de predizer aumento de BT e a variante
G-1s709158 de PPARG reducao de LDH. Tais resultados justificam-se com base nas
acOes de PPARA em vias inflamatorias e de estresse oxidativo em condi¢des de hipoxia
e de PPARG na via anti-inflamatoria. Adicionalmente, mostramos que o impacto da
terapia da HU pode ser mais significativo para a alteragao de parametros lipidicos quando
os individuos com AF s3o portadores de genotipos especificos de todas as variantes de
PPAR analisadas neste estudo. A co-heranca de alfa-tal, presente em 19% dos individuos
com AF avaliados, acarreta HCM e VCM reduzidos e pode predizer redugcdo de HCM.
Mostramos também que a variante A-rs11865131, reguladora positiva da expressao dos
genes HBA1/HBA2, foi associada a maiores niveis de Hb em individuos com co-heranca
de alfa-tal e, na populagdo total, ¢ capaz de predizer o risco de niveis aumentados dos
marcadores de hemolise BT e BI independente do uso de HU. Variantes normalmente
explicam somente uma pequena propor¢do da variacdo fenotipica devido ao carater
poligénico das varidveis avaliadas. Nosso estudo contribuiu para mostrar a importancia
de investigar interacdes genéticas que podem interferir nas avaliagdes de associagdo. Sera
necessario validar os nossos resultados em coortes maiores de AF para aumentar o
numero de individuos com alfa-tal e analisar os efeitos da variante regulatoria rs11865131
e, também, realizar estudos de expressao génica para investigar se existe um efeito causal

das variantes de PPARs.
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APENDICE A

Tabela de analise dos parametros hematologicos e bioquimicos por idade e terapia
com HU. Em geral, em todas as faixas etarias o uso da HU traz beneficios com melhoria

dos parametros hematologicos e bioquimicos (Tabela 49).

Tabela 49 - Analises descritivas e de associacdo entre as variaveis hematologicas e

bioquimicas dos grupos por idade e terapia com HU
NHU HU Efeito
Variaveis p
Meses | N Média (dp) N Média (dp) d
Hematologicas
<144 |23 7,77 (1,63) 30 8,25 (1,09) 0,086% | -0,346
Hb (g/dL) | >144 |27 8,09 (1,02) 30 8,89 (1,47) 0,022! | -0,632
Todos | 50 7,95 (1,33) 60 8,57 (1,32) 0,015' | -0,468
<144 |23 23,45 (4,74) 30 25,17 (3,23) 0,122' | -0,424
Ht (%) |>144 |27 23,71 (3,05) 30 26,85 (4,39) 0,003! | -0,831
Todos | 50 23,92 (3,88) 60 26,01 (3,92) 0,002! | -0,536
<144 |23 28,73 (3,14) 30 31,31 (3,81) 0,011' | -0,739
HCM (pg) | >144 |27 32,51 (12,22) 30 34,60 (3,61) <0,0012 | -0,232
Todos | 50 30,77 (9,35) 60 32,96 (4,04) <0,0012 | -0,304
<144 |23 86,97 (7,58) 30 95,35 (9,48) 0,001' | -0,976
VCM (fL) | >144 |27 91,49 (8,18) 30 104,63 (9,92) <0,001" | -1,445
Todos | 50 89,41 (8,15) 60 99,99 (10,7) <0,001" | -1,112
<144 16 11,74 (7,78) 28 14,91 (13,71) 0,542 | -0,284
HbF (%) |>144 |20 8,78 (4,95) 29 14,60 (7,87) 0,0072 | -0,885
Todos | 36 10,1 (6,44) 57 14,74 (11,03) 0,0132 | -0,514
<144 23 12.944,74 (3.344,71) | 30  10.527,00 (2.929,88) | 0,017*> | 0,769
LG (/mm®) | >144 |26 12.684,62 (3547,92) | 30  9.209,87 (2595,22) | <0,001% | 1,118
Todos | 49 12.806,71 (3.420,63) | 60  9.868,43 (2.823,28) | <0,001' | 0,937
<144 23 6.852,83(3.061,99) | 30  5.730,53 (2.430,42) 0,143' | 0,406
New (mme) | 2144 | 24 710063 2706,10) | 30 4982,10 (2512,08) 0,004' | 0,811
Todos | 47  6.979,36 (2.856,79) | 60  5.356,32 (2.479,44) 0,002! | 0,607
<144 23 312,22 (271,62) 30 213,43 (81,16) 0,404 | 0,493
Mon > 144 26 368,96 (235,686) 30 284,77 (191,188) 0,0992 | 0,392
(mm?)  ['roqes | 49 342,80 (252,06) | 60 249,10 (149,99) 0,018' | 0,452
<44 |3 s |0 (oowoag | %5
o [ [0 0Ty S0
[0 gt o mn g
Ret (%) <144 |23 5,15 (3,96) 30 5,41 (3,53) 0,501% | -0,069
> 144 26 5,76 (3,33) 29 3,97 (2,46) 0,026' | 0,611
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Todos | 49 5,74 (3,61) 59 470 3,11 02522 | 0,30
<144 |19  7138(3689) | 28 81,09 (31,17) 0,179
(mCF;dL) > 144 |23 98,04 (47,77) |26 104,90 (50,75) 0,667
Todos |42 85980 (44,74) |54 92,55 (43,06) 0,467
<144 |19  22932(42858) |28 31889 (36564) | 0364
Ferpgl |24 |23 202006462 [27 1876814297 | 0.090°
Todos |42 22543 (389.86) |55 25448 (284,73) | 0,672
Lipidicas
<144 |13 10585(13,16) |18 107,72 (12,97) 04657 | -0,143
(Anfg?(ﬁl) >144 |21 98,29 (10,13) 21 108,10 (12,25) 0,007 | -0,873
Todos |34  10L,18(11,79) |39 107,92 (12,42) 0,021' | -0,557
<144 | 13 53,54 (9,58) 18 70,83 (15,67) 0,001' | -1,331
(ﬁz/?i}i) > 144 | 21 61,71 (16,39) 21 69,14 (20,97) 0,208 | -0,395
Todos | 34 5859 (14,58) |39 69,92 (18,49) 0,005' | -0,950
<144 |13 11323(12,89) |18 74,77 (1938) 0,007 | 2,337
(m(;/gL) > 144 |21 12062(2027) |21 13329(23.01) 0,066 | 0,584
Todos | 34 117,79 (17,96) |39 132,41 (22,01) 0,002 | -0,728
<144 |13 5846 (12,08) 18 74,77 (19,38) 0,008' | -1,010
( rﬁ;(i) > 144 |21 64,30 (20,71) 21 76,67 (21,25) 0,465% | -0,590
Todos | 34  62,06(17,93) |39 75,79 (20,17) 0,0022 | 0,719
<144 |13 40,77 (9,17) 18 39,67 (5,01) 0,9532 | 0,149
( HII{;dLL) >144 | 21 34,43 (5,36) 21 40,14 (6,73) 0,003 | -0,939
Todos | 34 36,85 (7,64) 39 39,92 (5,93) 0,008 | -0,449
<144 |13 72,62(12,18) 18 91,72 21,63) 0,004' | -1,088
(Egzi) > 144 | 21 86,19 (19,52) | 21 93,10 (25,48) 04652 | 0,304
Todos |34 81,00 (18,16) |39 92,46 (23,48) 0,033 | -0,546
<144 |13 70,77 (25,53) 18 84,94 (31,28) 0,1467 | -0,496
(mgfm) >144 |21 10943 (5380) | 21 82,24 (29,72) 0,037 | 0,626
Todos | 34  9465(4853) |39 8349 (30,08) 0,5072 | 0,276
Inflamagdo / hemolise
<144 | 14 2,96 (1,21) 17 1,76 (0,95) 0,005 | 1,103
(mg/fm >144 | 21 3,62 (1,72) 20 1,79 (0,83) <0,0012 | 1,355
Todos | 35 3,35 (1,55) 37 1,77 (0,87) <0,0017 | 1,257
<144 | 14 0,6 (0,18) 17 0,47 (0,12) 0,021' | 0,850
(mzzL) >144 | 21 0,66 (0,16) 20 0,46 (0,19) 0,001' | 1,139
Todos | 35 0,64 0,17) 37 0,46 (0,16) <0,001' | 1,090
<144 |14 2,36 (1,19) 17 1,29 (0,89) 0,004 | 1,018
BI (mg/dL) | > 144 | 21 2,95 (1,67) 20 1,33 (0,67) <0,001 | 1,273
Todos | 35 2,72 (1,51) 37 1,31 (0,77) <0,0012 | 1,176
<144 |13 592,15(152,56) |17 491,88 (137.83) | 0,070' | 0,690
LDH (U/L) | > 144 | 20 64555 (211,85) |20 482,55 (18943) | 0,014' | 0,811
Todos | 33  624,52(189.94) |37 486,84 (16554) | 0,002 | 1,034
R T 137,1 24,56) |22 14555 (25.48) | 04859
> 144 |12 12033(1209 |13 11737(3529) | 0,18612
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| Todos |23 12836(20,51) |35  13508(32,11) | 0377
Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito;, HCM: hemoglobina corpuscular média;
VCM: volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret:
reticuldcitos; Neu: neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOATL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade;
TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH:
lactato desidrogenase; 1: Teste T de Student; 2: Tete U de Mann-Whitney
Fonte: Elaborado pela autora (2024).




APENDICE B

192

Tabela 50 - Avalia¢ao do efeito genético de dominancia dos alelos de menor frequéncia
das variantes rs4253747 de PPARA, rs709158 e rs10865710 de PPARG, 1s2016520 de
PPARD, alfa-tal, rs11865131de NPRL3, rs11865131 de NPRL3 na auséncia de alfa-tal e
rs11865131 de NPRL3 na presenga de alfa-tal nos valores de velocidade média méxima

Gene/SNP Grupo n Média (dp) n M¢dia (dp) p d
NHU |17 127,96 (22,32) 17 116,28 (16,99) 0,096
PPARA 1
4253747 HU |19 126,89 (35,46) 32 129,26 (30,50) 0,802
Todos | 36 127,40 (29,57) 49 124,76 (27,13) 0,670!
PPARG NHU | 17 123,25 (23,51) 17 120,98 (17,43) 0,338
rs10865710 HU |27 128,98 (28,84) 24 127,70 (36,06) 0,889
Todos | 44 126,77 (26,77) 41 124,92 (29,67) 0,843
NHU |25 120,56 (19,96) 9 126,44 (22,24) 0,442
P 712) /gf?g HU |32 136,39 (35,70) 19 114,88 (19,04) 0,019" | 0,848
IS
Todos | 57 129,45 (30,64) 28 118,60 (20,46) 0,057!
NHU |25 122,12 (22,50) 9 122,11 (14,15) 0,999
PPARD HU |32 134,38 (36,31) 19 118,43 (20,64) 0,088
152016520
Todos | 57 128,95 (31,37) 28 119,61 (18,61) 0,090
NHU | 23 120,63 (17,48) 11 125,22 (26,20) 0,548
Alfa-tal HU |42 126,51 (33,53) 9 137,11 (24,02) 0,374"
Todos | 65 124,43 (28,87) 20 130,57 (25,32) 0,192
NHU | 19 124,63 (24,02) 15 118,93 (14,87) 0,427'
NPRL3 HU |23 127,69 (36,78) 28 128,94 (28,40) 0,891
rs11865131
Todos | 42 126,31 (31,33) 43 125,45 (24,81) 0,889!
Analise dos NHU | 10 128,00 (18,98) 8 122,54 (14,94) 0,516'
gendtipos do HU 13 136,86 (39,57) 16 129,98 (28,87) 0,5592
polimorfismo
1511865131 de | Todos |23 133,00 (31,96) 24 127,50 (24,99) 0,523
NPRL3 na
auséncia de
alfa-tal
Interagdo da NHU | 4 142,25 (33,56) 1 — () 0,800
CO'IIETE‘tnfl?a de HU 4 149,75 (14,73) 2 135,00 (42,43) | 0,800
alra-tal €
presenca do Todos | 8 146,00 (24,33) 3 131,00 (30,79) 0,415
polimorfismo
rs11865131 de
NPRL3

Nota: n: numero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; 1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 51 - Avaliacao do efeito genético de recessividade dos alelos de menor frequéncia
das variantes rs4253747 de PPARA, rs709158 e rs10865710 de PPARG, rs2016520 de
PPARD, alfa-tal, rs11865131de NPRL3, rs11865131 de NPRL3 na auséncia de alfa-tal e
rs11865131 de NPRL3 na presenga de alfa-tal nos valores de velocidade média méxima

Gene/SNP n Média (dp) n Média (dp) p d
PPARA 154253747 70 128,44 (29,02) 15 113,88 (19,57) 0,0792
PPARG 1510865710 77 126,44 (28,45) 8 120,40 (24,83) 0,565!
PPARG rs709158 80 126,17 (28,75) 5 121,20 (12,93) 0,703!
PPARD 12016520 84 125,92 (28,21) 1 - (=)
NPRL3 1511865131 79 125,64 (26,84) 6 129,00 (44,33) 0,5832

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrao; 1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabelas de analises de associagdo do SNP rs4253747 de PPARA quando os

genotipos foram agrupados no modelo de dominancia em relagdo a terapia com HU. A

presenca do alelo A (gendtipo AT +AA) combinado com a terapia com HU melhora

significativamente os parametros hematologicos de HbF (p=0,026 d=-0,636), Neutrofilos
(p=0,010 e d=0,688) e Mondcitos (p=0,042 e d=0,574) e aumenta niveis lipidicos de CT
(p=0,008 e d=-0,675) e HDL (p=0,013 e d=-0,684) (Tabela 52).

Tabela 52 - Analises de associagdo entre os gendtipos da variante rs4253747 do gene
PPARA, comparando os grupos sem terapia e em terapia com HU

Terapia de HU Efeito
Genotipo
Variaveis Efeito de NHU HU p d
dominéancia | N Media (dp) N Meédia (dp)
TT 21 7,07 (1,20) 2 8,88 (1,09) 0,019' | -0,794
Hb g/dL
AT+AA |29 7,93 (1,44) 38 8,43 (1,43) 0,165! | -0,348
ol TT 21 23.94 (3.77) 2 26,76 (3,49) 0,015' | -0,776
’ AT+AA | 29 23,34 (4,01) 38 26,58 (4,13) 0,029' | -0,796
e T 21 32,08 (14,19) 2 32,49 (3,79) 0,006 | -0,039
P& | AT+AA |29 29.82 (2,63) 38 33,23 (4.20) <0,0012 | -0,973
T 21 88,87 (9,68) 2 98,68 (10,70) 0,003' | -0,962
VCM fL
AT+AA |29 89,80 (7,00) 38 10075(10.77) | <0,001! | -1.206
o o TT 16 11,58 (7.25) 21 18,10 (15,72) 0,1852 | -0,533
’ AT+AA | 20 8,91 (5,61) 36 12,78 (6,53) 0,026 | -0,636
L6 s T 21 13.026,10 3.757,65) | 22 9.516,36 (2.801,15) | 0,001' | 1,059
mm
AT+AA |28 12.642,18(3.20571) | 38  10.072,26 (2.853,18) | 0,001' | 0,847
ew s T 20 6918,00(324327) | 22 5.458,55(2.637,72) | 0,056> | 0,494
cu /mm
AT+AA |27  7.024,15(2.597,60) |38 5.297,13 (2.417,49) | 0,010° | 0,688
T 21 30281 (25196) | 22 24496 (13482) | 0,5522 | 0,286
Mon /mm3
AT+AA |28  372,79(25249) |38 251,50 (159,82) | 0,042 | 0,574
530.66,67 431.818,18 1
pla T 21 (85.683.33) 22 (155.801.66) 0,209
480.250,00 501.026,32 1
AT+AA | 28 (122.004.14) 38 (158.294.78) 0,565
. TT 21 5.92 (2,97) 21 4,96 (2.85) 0,2082
€
’ AT+AA |28 5,14 (4,05) 38 4,56 (3,27) 0,707
T 21 85,06 (35,23) 20 9329 (34.39) 0,442
Fe mcg/dL
AT+AA |21 86,90 (53,49) 34 92,12 (47,92) 0,307
el TT 21 157,07(14732) | 21 358,95(380,92) | 0,035 | -0,699
cr
He AT+AA |21 29379(52921) |34  189.95(182,99) | 03112 | 0262
. T 14 130,73(2328) |13 13592 (35,60) 0,9052
AT+AA | 9 124,66 (1584) |22 135,58 (30,74) 0,334
BT mg/dL TT 15 3,55 (1,70) 13 1,41 (0,76) <0,0012 | 1,625
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AT+AA |20 3,22 (1,45) 24 1,97 (0,88) 0,0022 | 1,042
TT 15 0,68 (0,20) 13 0,42 (0,20) 0,002! 1,3
BD mg/dL
AT+AA |20 0,60 (0,14) 24 0,48 (0,14) 0,006' | 0,857
TT 15 2,85 (1,62) 13 0,98 (0,59) <0,0012 | 1,534
BI mg/dL
AT+AA |20 2,61 (1,49) 24 1,49 (0,80) 0,002 | 0,937
LDH UL TT 14 596,85 (143,93) 13 453,69 (178,25) 0,030" | 0,884
AT+AA |19 644,89 (219,42) 24 504,79 (159,24) 0,020' | 0,731
APOAI TT 14 99,50 (13,97) 13 109,08 (14,39) 0,022 | -0,676
mg/dL AT+AA |20 102,35 (10,23) 26 107,35 (11,58) 0,137> | -0,458
APOB TT 14 60,14 (9,70) 13 75,69 (21,56) 0,061>
mg/dL AT+AA |20 57,50 (17,36) 26 67,04 (16,45) 0,066>
TT 14 62,97 (17,63) 13 82,51 (25,85) 0,043 | -0,883
LDL mg/dL
AT+AA |20 61,43 (18,56) 26 72,43 (16,19) 0,0122 | -0,631
T modL TT 14 119,43 (14,76) 13 137,77 (27,79) 0,068% | -0,824
me AT+AA |20 116,65 (20,20) 26 129,73 (18,52) 0,008 | -0,675
TT 14 37,78 (8,72) 13 38,46 (5,67) 0,375 | -0,092
HDL mg/dL
AT+AA |20 36,20 (6,95) 26 40,65 (6,03) 0,013 | -0,684
TT 14 94,07 (41,11) 13 84,15 (30,46) 0,685>
TG mg/dL
AT+AA |20 95,05 (54,16) 26 83,15 (30,43) 0,5132
NHDL TT 14 81,78 (14,76) 13 99,31 (31,22) 0,169>
mg/dL AT+AA |20 80,45 (20,56) 26 89,04 (18,26) 0,1012

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrao; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU:

sem terapia

com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase; 1: Teste T de Students; 2: U de

Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabelas de analises de associagdo do SNP rs10865710 de PPARG quando

separados no modelo de dominancia em relacdo a terapia com HU. Comparando os

grupos sem ou em terapia com HU encontramos que a combinagdo da terapia de HU

com o geno6tipo CC aumenta os parametros hematoldégicos Hb com efeito pequeno

(p=0,042 e d=-0,495), Ht (p=0,009 e d=-0,711) e HbF (p=0,045 e d=-0,592) com efeito

moderado e reduz neutrofilos (p= 0,017 e d=0,651),

mas também eleva

significativamente os niveis lipidicos com efeito elevado para APOB (p=0,003 e d=-
1,138), LDL (p=0,001 e d=-1,281), CT (p=0,006 e d=-1,014) e NHDL (p=0,025 e d=-
0,923) (Tabela 53).

Tabela 53 - Andlises de associagdo entre dos genotipos da variante rs10865710 do gene
PPARG, comparando os grupos sem ou em terapia com HU

- Terapia com HU Efeito
Variaveis g?:i?(:lgg NHU HU p d
dominancia | N Meédia (dp) N Meédia (dp)
Hb g/dL CC 26 7,95 (1,47) 31 8,67 (1,44) 0,042' | -0,495
GC+GG | 24 7,94 (1,20) 29 8,47 (1,52) 0,169' | -0,387
i o CC 26 23,56 (4,07) 31 26,18 (3,25) 0,009' | -0,711
GC+GG | 24 23,62 (3,76) 29 25,83 (4,57) 0,065' | -0,528
cC 26 29,02 (3,30) 31 33,06 (3,85) <0,001% | -1,127
HCM pg
GC+GG | 24 32,67 (12,93) 29 32,84 (4,29) 0,017> | -0,018
cC 26 82,67 (7,82) 31 99,81 (9,89) <0,001' | -1,923
VCM fL
GC+GG | 24 91,34 (8,22) 29 100,19 (11,67) 0,003 | -0,877
HOF % CC 20 9,14 (4,82) 29 14,98 (13,10) 0,045 | -0,592
GC + GG 16 11,30 (8,03) 28 14,48 (8,60) 0,2042 | -0,382
R CC 26 13.701,85(3.402,92) | 31  10.040,84 (2.792,79) | <0,001' | 1,176
GC+GG | 23  11.494.83(3.217,54) | 29  9.684,14 (2.893,27) | 0,016' | 0,592
Neu CcC 25 7.377,44 (2.944,36) | 31  5.709,84 (2.112,58) | 0,017' | 0,651
/oom?® GC+GG | 22 6.527,00(2.750,70) |29  4.978,41 (2.808,17) | 0,055' | 0,557
Mon CC 26 358,92 (279,13) 31 267,81 (180,67) 0,3242
/mm? GC+GG | 23 324,57 (222,32) 29 229,10 (107,86) 0,1112
5384 741,94
pla s cC 26 (?g;g?lg) 3 (?28.?0124918) 0,833'
6c+G6 | 33 Grante | (Gesssare | %57
Ret % CC 26 4,72 (2,52) 31 4,52 (2,61) 0,771!
GC+GG | 23 6,33 (4,46) 28 4,90 (3,62) 0,212
Fe cC 21 83,02 (46,34) 29 85,97 (30,47) 0,366>
meg/dL | GC+GG | 21 88,94 (44,03) 25 100,20 (53,83) 0,5222
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For ug/L cC 21 158,10 (256,35) 29 259,44 (312,16) 0,236>
GC+GG | 21 292,76 (486,16) 26 248,94 (256,73) 0,280>
VMM CC 10 134,40 (25,18) 19 136,72 (30,58) 1,0002
GC + GG 13 123,72 (15,56) 16 133,13 (34,75) 0,5032
BT CC 17 3,30 (1,43) 20 1,84 (0,92) <0,0012 | 1,214
mg/dL GC + GG 18 3,40 (1,70) 17 1,70 (0,83) <0,001% | 1,271
BD cC 17 0,63 (0,16) 20 0,47 (0,20) 0,011' | 0,883
mg/dL GC + GG 18 0,64 (0,18) 17 0,45 (0,11) 0,001' | 1,274
BI cC 17 2,67 (1,44) 20 1,36 (0,77) 0,0012 | 1,135
mg/dL GC + GG 18 2,76 (1,62) 17 1,26 (0,79) <0,001% | 1,177
LDH cC 15 627,40 (208,50) 20 508,20 (151,47) 0,058' | 0,654
U/L GC + GG 18 622,11 (179,16) 17 461,71 (182,14) 0,013' | 0,888
APOA1 CC 15 101,47 (10,08) 21 108,76 (13,77) 0,090!
mg/dL GC + GG 19 100,95 (13,26) 18 106,94 (10,96) 0,144!
APOB CcC 15 57,80 (13,99) 21 74,57 (15,44) 0,0032 | -1,138
mg/dL GC + GG 19 59,21 (15,37) 18 64,50 (20,64) 0,663 | -0,291
LDL CcC 15 59,00 (13,12) 21 78,52 (17,10) 0,0012 | -1,281
mg/dL GC + GG 19 64,48 (21,01) 18 72,60 (23,34) 0,199 | -0,366
CT CC 15 116,87 (14,56) 21 134,05 (19,03) 0,006> | -1,014
mg/dL GC + GG 19 118,53 (20,63) 18 130,50 (25,48) 0,075 | -0,516
HDL CC 15 38,40 (6,47) 21 39,19 (6,51) 0,526 | -0,122
mg/dL GC+GG | 19 35,63 (8,42) 18 40,78 (5,22) 0,002 | -0,735
TG cC 15 98,00 (58,84) 21 81,76 (23,36) 0,657
mg/dL GC + GG 19 92,00 (40,11) 18 85,50 (37,04) 0,6412
NHDL CcC 15 78,60 (15,19) 21 94,86 (19,76) 0,0252 | -0,923
mg/dL GC + GG 19 82,89 (20,41) 18 89,67 (27,53) 0,5182 | -0,280

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.

Teste T de Students; 2: Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabelas de analises de associacdo do SNP rs709158 de PPARG quando os

genotipos foram separados no modelo de dominancia em relagdo a terapia com HU.

Comparando os grupos sem ou em terapia com HU encontramos que a terapia de HU nos

individuos com alelo G no gendtipo (AG+GG) aumentou significativamente a Hb

(p=0,030 e d=-0,848) e a HbF (p=0,004 ¢ d=-1,126) com efeito elevado e que a auséncia

desse alelo ( gendtipo AA) combinado com terapia de HU altera significativamente os
parametros lipidicos de: APOB com efeito elevado (p=0,005 e d=-0,814), LDL (p=0,007
e d=-0,753), CT (p=0,005 e d=-0,785) e NHDL (p=0,017 e d=-0,630) com efeito
moderado e HDL sem efeito (p=0,047 e d=-0,315) (Tabela 54).

Tabela 54 - Andlises de associacdo entre os gendtipos da variante rs709158 do gene
PPARG, comparando os grupos sem ou em terapia com HU

. Terapia com HU Efeito
Variaveis ](E}F:i?(?gz NHU HU p d
dominancia | N Média (dp) N Média (dp)
AA 34 8,02 (1,34) 40 8,45 (1,42) 0,118? -0,311
Hb g/dL
AG+GG |16 7,78 (1,35) 20 8,82 (1,09) 0,030? -0,848
Ht % AA 34 23,76 (3,80) 40 25,77 (4,27) 0,037! -0,497
AG+ GG 16 23,24 (4,15) 20 26,50 (3,15) 0,011" -0,885
HCM pg AA 34 31,14 (11,07) 40 32,58 (4,03) <0,001%2 | -0,173
AG + GG 16 29,98 (3,84) 20 33,70 (4,04) 0,010? -0,944
VOM fL AA 34 88,54 (7,27) 40 99,48 (10,89) <0,001' | -1,182
AG + GG 16 91,25 (9,76) 20 101,03 (10,50) 0,007! -0,965
HbE % AA 22 10,59 (6,81) 39 13,66 (12,20) 0,307? -0,311
AG+GG | 14 9,32 (5,97) 18 17,07 (7,69) 0,004> -1,126
LG /o AA 33 12.172,15 (3.396,26) | 40  9.952,25 (2.883,14) 0,004! 0,705
AG + GG 16 14.115,50 (3.181,55) | 20 9.700,80 (2.764,95) <0,0011 1,481
Neu AA 32 6.529,59 (2.715,68) | 40  5.465,05 (2.447,25) 0,0532 0,412
/mm? AG+GG |15 7.938,87(3.006,09) | 20  5.138,85(2.592,68) 0,003? 0,998
Mon AA 33 365,42 (262,73) 40 241,23 (155,71) 0,0102 0,575
/mm? AG + GG 16 296,13 (229,36) 20 264,86 (104,36) 0,6942 0,175
RN
worae 1o DI | e | o
Ret % AA 33 5,64 (4,11) 39 4,61 (2,73) 0,400?
AG+ GG 16 5,13 (2,38) 20 4,898 (3,81) 0,4222
Fe AA 30 85,21 (45,08) 35 99,49 (47,74) 0,148?
meg/dL AG+ GG 12 87,92 (45,81) 19 79,78 (29,80) 0,6752
Fer pg/L AA 30 203,17 (353,60) 36 296,14 (299,27) 0,0392 -0,284
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AG+GG |12 281,08 (481,82) 19 175,53 (242,93) 0,4592 | 0,277
VMM AA 17 126,14 (19,26) 22 144,03 (34,89) 0,065"
AG+GG | 6 134,67 (24,49) 13 119,94 (19,90) 0,180!
BT AA 25 3,31 (1,46) 24 1,73 (0,85) <0,001% | 1,323
mg/dL AG+GG |10 3,46 (1,83) 13 1,86 (0,94) 0,015> | 1,100
BD AA 25 0,62 (0,15) 24 0,45 (0,15) <0,001' | 1,133
mg/dL AG+GG |10 0,68 (0,21) 13 0,49 (0,19) 0,027" | 0,949
BI AA 25 2,69 (1,43) 24 1,28 (0,76) <0,001 | 1,231
mg/dL AG+GG | 10 2,78 (1,77) 13 1,37 (0,82) 0,0182 1,022
LDH AA 25 638,76 (206,32) 24 522,46 (178,07) 0,040' | 0,603
U/L AG+GG | 8 580,00 (126,45) 13 421,08 (119,24) 0,009' 1,293
APOAI AA 26 102,12 (13,06) 26 108,81 (11,99) 0,060"
mg/dL AG+GG | 8 98,13 (5,72) 13 106,15 (13,57) 0,077
APOB AA 26 58,81 (14,53) 26 72,00 (17,73) 0,005' | -0,814
mg/dL AG+GG | 8 57,88 (15,71) 13 65,77 (20,00) 0,355' | -0,439
LDL AA 26 63,23 (19,00) 26 77,31 (18,41) 0,007> | -0,753
mg/dL AG+GG | 8 58,28 (14,32) 13 72,75 (23.,80) 0,104 | -0,737
CT AA 26 118,58 (18,86) 26 133,69 (19,64) 0,005 | -0,785
mg/dL AG+GG | 8 115,25 (15,54) 13 129,85 (26,8) 0,1612 | -0,666
HDL AA 26 37,50 (8,52) 26 39,77 (5,60) 0,047 | -0,315
mg/dL AG+GG | 8 34,75 (3,06) 13 40,23 (6,76) 0,064 | -1,044
TG AA 26 89,58 (36,77) 26 83,15 (29,10) 0,749*
mg/dL AG+GG | 8 111,13 (76,62) 13 84,15 (33,16) 0,6452
NHDL AA 26 81,15 (19,28) 26 93,88 (21,07) 0,017> | -0,630
mg/dL AG+GG | 8 80,50 (15,06) 13 89,62 (28,42) 0,5952 | -0,401

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrio; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticulécitos; Neu:
neutrofilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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APENDICE G

Tabela de andlises de associacdo do SNP rs2016520 de PPARD quando os
genotipos foram separados no modelo de dominancia em relagao a terapia com HU. A
terapia com HU apresentou impacto mais significativo de alguns pardmetros laboratoriais
nos individuos que apresentam o alelo C (gendtipo TC+CC): aumento de Hb com efeito
elevado (p=0,023 ¢ d=-1,112) e HbF com efeito moderado (p=0,050 ¢ d=-0,651). Por
outro lado, os individuos de genotipo TT que fazem uso da HU tiveram significancia na
reducdo de neutréfilos (p=0,015 e d=0,579, com efeito moderado) e LDH (p=0,004 ¢
d=0,893, com efeito elevado); no aumento de APOA (p=0,036 ¢ d=-0,623), APOB
(p=0,026 ¢ d=-0,667) e LDL (p=0,008 ¢ d=-0,741) com efeito moderado e HDL (p=0,011
e d=-0,405) com efeito pequeno (Tabela 55).

Tabela 55 - Analises de associacdo entre os genotipos da variante rs2016520 do gene
PPARD, comparando os grupos sem terapia ou em terapia com HU

Genétipo Terapia de HU Efeito
. Efeito de NHU HU
Variaveis domi . p d
ominancia | Média (dp) N Média (dp)
TT 37 8,02 (1,43) 39 8,51 (1,41) 0,134' | -0,345
Hb g/dL
TC+CC |13 7,45 (1,03) 21 8,67 (1,16) 0,023' | -1,112
i o0 TT 37 23,74 (4,12) 39 25,92 (4,18) 0,026" | -0,525
’ TC+CC |13 23,16 (3,21) 21 26,19 (3,46) 0,016" | -0,908
TT 37 30,97 (10,78) 39 32,73 (4,18) <0,0012 | -0,215
HCM pg
TC+CC |13 30,20 (2,74) 21 33,38 (3,81) 0,018 | -0,958
TT 37 89,22 (8,83) 39 99,67 (11,18) <0,0012 | -1,037
VCM fL
TC+CC |13 89,95 (6,09) 21 100,60 (9,97) 0,0012 | -1,289
_— TT 27 10,70 (6,93) 36 14,33 (8,24) 0,075% | -0,477
’ TC+CC | 9 8,28 (4,48) 21 15,42 (14,86) 0,0502 | -0,651
LG TT 37 1283592 (3.627,63) |39  9.786,05(2.700,32) | <0,001' | 0,954
mm
TC+CC |12  12.716,67 (2.824,51) |21 10.021,43(3.101,96) | 0,019" | 0,909
Neu TT 35 6.917,54 (2.879,88) 39  5.351,62 (2.516,58) | 0,015' | 0,579
/mm? TC+CC |12 7.159,678(2.906,22) |21  5.365,05(2.470,28) | 0,069' | 0,665
Mon TT 37 301,81 (196,35) 39 217,46 (101,76) 0,0652
/mm? TC+CC |12 469,17 (357,77) 21 307,87 (202,77) 0,2132
TT 37 492.691,62 (11.970,14) | 39 >08.282,05 0,588!
(144.165,28)
Pla /mm? 467.428,57
428, X
TC+CC |12 530.333,33(132.122,07) | 21 (177.399.15) 0,294
Ret % TT 37 5,32(2,94) 38 4,78 (3,44) 0,268>
(&
’ TC+CC |12 5,95 (5,33) 21 4,56 (2,46) 0,7822
Fe TT 32 84,19 (41,23) 34 88,15 (41,47) 0,640>
meg/dL TC+CC |10 91,70 (56,73) 20 100,05 (45,73) 0,1832
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For pg/L TT 32 208,20 (314,28) 35 320,25 (334,59) 0,060?
TC+CC |10 280,55 (589,71) 20 139,38 (90,35) 0,502>
VMM TT 19 128,81 (21,73) 22 145,16 (34,36) 0,082!
TC+CC | 4 126,25 (15,65) 13 118,02 (18,82) 0,442
BT TT 25 3,49 (1,74) 24 1,68 (0,79) <0,001% | 1,340
mg/dL TC+CC | 10 3,02 (0,91) 13 1,95 (1,01) 0,015 | 1,113
BD TT 25 0,63 (0,18) 24 0,46 (0,17) 0,002! | 0,971
mg/dL TC+CC |10 0,67 (0,14) 13 0,47 (0,14) 0,003' | 1,429
BI TT 25 2,86 (1,69) 24 1,22 (0,68) <0,001% | 1,273
mg/dL TC+CC |10 2,35 (0,89) 13 1,48 (0,92) 0,026> | 0,961
LDH TT 23 623,13 (197,63) 24 461,71 (162,06) 0,004 | 0,893
U/L TC+CC |10 627,70 (180,28) 13 533,23 (168,17) 0,209' | 0,542
APOA1 TT 23 100,52 (13,18) 25 108,64 (12,90) 0,036' | -0,623
mg/dL TC+CC |11 102,55 (8,59) 14 106,64 (11,86) 0,327' | -0,395
APOB TT 23 60,17 (15,24) 25 71,68 (19,08) 0,026' | -0,667
mg/dL TC+CC |11 55,27 (13,12) 14 66,79 (17,63) 0,084! | -0,741
LDL TT 23 61,91 (19,02) 25 76,78 (21,06) 0,008 | -0,741
mg/dL TC+CC |11 62,38 (16,26) 14 74,01 (19,09) 0,120% | -0,656
CT TT 23 119,13 (18,92) 25 133,28 (23,76) 0,020% | -0,659
mg/dL TC+CC |11 115,00 (16,28) 14 130,86 (19,22) 0,0332 | -0,890
HDL TT 23 37,04 (7,82) 25 39,72 (5,15) 0,0112 | -0,405
mg/dL TC+CC |11 36,45 (7,59) 14 40,29 (7,31) 0,3172 | -0,515
TG TT 23 100,87 (53,03) 25 83,92 (33,83) 0,2692
mg/dL TC+CC |11 81,64 (36,19) 14 82,71 (23,02) 0,6092
NHDL TT 23 82,09 (19,73) 25 93,52 (25,09) 0,0852
mg/dL TC+CC |11 78,73 (14,96) 14 90,57 (21,06) 0,202>

Nota: n: nimero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU:

sem terapia

com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticuldcitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela de andlises de associacao para co-heranca de alfa-tal em relacdo a terapia

com HU. O uso de HU traz maior beneficio aos individuos sem co-heranca de alfa-tal

observado nas diferengas significativas dos parametros de Hb, Ht, HbF, contagem de

leucdcitos globais, neutréfilos e mondcitos e parametros lipidicos de APOA1, APOB,

LDL e HDL (Tabela 56).

Tabela 56 - Andlises de associagdo entre co-heranca de alfa-tal, comparando os grupos

sem ou em terapia com HU

c Terapia de HU Efeito
Parametros her;nga NHU HU
laboresltoriai detzllfa— N Média (dp) N Média (dp) p d
o gL Sem | 38 7,97 (1,45) 51 8,58 (1,40) 0,049' | -0,428
Com 12 7,87 (0,92) 9 8,53 (0,76) 0,095! -0,782
o Sem | 38 23,48 (4,20) 51 25,95 (4,05) 0,006' | -0,599
Com | 12 23,96 (2,75) 9 26,37 (3.23) 0,081' | -0,803
HCM pg Sem 38 31,83 (10,50) 51 33,57 (3,93) <0,001%> | -0,219
Com | 12 27,42 (1,55) 9 29,50 (2,84) 0,069 | -0,909
ven | Sem | 38 91,32 (8,35) 51 101,64 (10,45) | <0,001% | -1,091
Com 12 83,35 (2,93) 9 90,67 (6,80) 0,0182 -1,398
HbE % Sem | 30 10,12 (6,75) 48 15,23 (11,76) 0,018 | -0,533
Com | 6 10,00 (5,04) 9 12,10 (5,41) 03282 | -0,402
LG /o’ Sem 38 13.049,50 (3.529,07) 51 9.858,94 (2.872,76) | <0,001' 0,992
Com 11 11.968,00 (3.014,10) 9 9.922,22 (2.683,64) 0,130! 0,717
New /mm? Sem 37 7.190,30 (2.542,81) 51 5.356,43 (2.500,97) 0,001! 0,727
Com 10 6.198,90 (3.871,67) 9 5.355,67 (2.499,16) 0,585! 0,259
o/ | Sem | 38 360,97 (257,66) 51 251,28 (15592) | 00222 | 0515
Com 11 280,00 (231,80) 9 236,78 (117,38) 0,9412 0,235
e [v SEE [ S o
Com 11 527.545,45 9 522.555,56 0.933!
(135.362,75) (123.173,77) ’
Ret % Sem 38 5,95 (3,79) 50 4,81 (3,19) 0,127?
Com 11 3,85 (2,39) 9 4,10 (2,67) 0,8822
Fe meg/dL Sem 34 84,09 (42,49) 46 93,02 (38,77) 0,2042
Com 8 94,00 (55,88) 8 89,88 (66,05) 0,7982
Fer pg/L Sem 34 241,18 (430,73) 47 249,94 (290,21) 0,087>
Com 8 158,49 (96,26) 8 281,13 (266,43) 0,574?
VMM Sem 18 125,57 (17,04) 29 133,06 (33,61) 0,5922
Com 5 138,40 (30,31) 6 144,83 (23.,41) 0,6622
BT mg/dL Sem 25 3,55 (1,65) 31 1,85 (0,92) <0,0012 1,273
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Com 10 2,87 (1,19) 6 1,41 (0,39) 0,011> | 1,649
Sem 25 0,65 (0,16) 31 0,46 (0,17) <0,001' | 1,151
BD mg/dL
Com 10 0,60 (0,20) 6 0,45 (0,14) 0,127" | 0,869
Sem 25 2,89 (1,60) 31 1,38 (0,81) <0,001% | 1,191
BI mg/dL
Com 10 2,27 (1,20) 6 0,96 (0,36) 0,011 | 1,479
Sem 25 644,33 (193,26) 31 507,94 (171,38) 0,014 | 0,747
LDH U/L
Com 9 571,67 (180,60) 6 377,83 (63,76) 0,012 | 1431
APOAL Sem 24 99,83 (10,15) 32 107,25 (12,69) 0,022' | -0,646
mg/dL Com 10 104,40 (15,17) 7 111,00 (11,45) 0,347' | -0,491
APOB Sem 24 59,33 (14,70) 32 70,19 (17,54) 0,017" | -0,671
mg/dL Com 10 56,80 (14,88) 7 68,71 (23,98) 0,224! | -0,597
LDL Sem 24 61,38 (18,80) 32 76,59 (20,08) 0,005> | -0,782
mg/dL Com 10 63,72 (16,47) 7 72,11 (21,77) 0,417 | -0,435
Sem 24 117,75 (18,34) 32 133,28 (22,09) 0,004> | -0,765
CT mg/dL
Com 10 117,90 (17,99) 7 128,43 (22,85) 0,270* | -0,512
HDL Sem 24 36,13 (6,56) 32 39,75 (6,08) 0,018 | -0,572
mg/dL Com 10 38,60 (9,97) 7 40,71 (5,53) 0,230 | -0,262
Sem 24 101,63 (54,68) 32 84,69 (29,89) 0,380>
TG mg/dL
Com 10 77,90 (23,51) 7 78,00 (32,69) 0,9622
NHDL Sem 24 81,71 (18,50) 32 93,50 (23,20) 0,054>
mg/dL Com 10 79,30 (18,16) 7 87,71 (26,04) 0,669

Nota: n: namero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticulécitos; Neu:
neutrofilos; Mon: monocitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOA1: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela de andlises de associa¢do da terapia com HU com os genotipos GG e

AG+AA no modelo de dominancia do SNP rs11865141 de NPRL3. Em geral, e como

esperado, o uso de HU foi capaz de melhorar todos os pardmetros laboratoriais de

gravidade independente do genotipo. Porém, encontramos diferencas significativas com
uso da HU e auséncia do alelo A (gendtipo GG) no aumento de Hb (p=0,001 e d=-0,963),
Ht (p=<0,001 e d=-1,095), HbF (p=0,019 ¢ d=-0,717), lipidios APOA1 (p=0,001 e d=-
1,312), APOB (p=0,017 e d=-0,852), LDL (p=0,007 ¢ d=-0,916), CT (p=0,009 ¢ d=-
0,951) e HDL (p=0,019 e d=-0,760); reducdo de monocitos (p=0,032 ¢ d=0,691),
reticulocitos (p=0,029 ¢ d=0,672) e LDH (p=0,001 ¢ d=1,202). O uso de HU para os

individuos de genotipo AG+AA acarreta reducao significativa com efeito moderado de

neutrofilos (p=0,007 e d=0,764) (Tabela 57).

Tabela 57 - Analises de associagdo entre genotipos da variante rs11865131 do gene
NPRL3, comparando os grupos sem ou em terapia com HU

) Terapia com HU Efeito
Efeitode NHU HU
Variaveis domi P d
ominanc | N Média (dp) N Média (dp)
ia
Hb o/dL GG 26 7,57 (1,08) 26 8,71 (1,28) 0,001! | -0,963
g AG+AA | 24 8,36 (1,48) 34 8,47 (1,36) 0,772! -0,077
oy GG 26 22,75 (3,32) 26 26,67 (3,82) <0,001' | -1,095
’ AG+AA | 24 24,50 (4,30) 34 25,51 (3,97) 0,362! | -0,244
HCM GG 26 31,37 (12,74) 26 32,55 (4,30) 0,0052 | -0,124
be AG+AA | 24 30,12 (2,96) 34 33,27 (3,86) 0,001%2 | -0,916
. GG 26 88,94 (7,56) 26 99,88 (12,57) <0,001' | -1,055
AG+AA | 24 89,92 (8,89) 34 100,07 (9,21) <0,001' | -1,121
HbE % GG 22 9,77 (4,89) 25 17,48 (14,39) 0,019 | -0,717
’ AG+AA | 14 10,61 (8,51) 32 12,59 (6,96) 0,247 | -0,255
LG /mm? GG 26 12.651,12 (4.178,90) | 26 9.462,54 (3.025,44) 0,003 | 0,874
mm
AG+AA |23 12.982,61(2.371,35) | 34 10.178,82 (2.662,26) | <0,001' | 1,112
Neu /mm? GG 24 6.566,13 (3.381,12) 26 5.002,58 (2.476,62) 0,67 0,528
AG+AA |23  7.410,57 (2.175,34) 34 5.626,82 (2.484,05) 0,007 | 0,764
Mon /mm? GG 26 402,96 (306,25) 26 234,08 (160,16) 0,0322 | 0,691
AG+AA | 23 274,78 (151,43) 34 260,59 (143,10) 0,597 | 0,096
Pla /mm? GG 26 500.076,92 26 505.730,77 1,0002
(97.644,22) (165.636,60)
AG+AA |23 503.869,57 34 485.000,00 0,7952
(124.443.23) (150.730,54)
Ret % GG 26 5,81 (2,98) 25 4,00 (2,37) 0,0292 | 0,672
AG+AA | 23 5,09 (4,26) 34 5,21 (3,50) 0,684% | -0,031
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Fe meg/dL GG |23 98,22 (48,12) 2 92,72 (35,04) 0,803 ] 0,131
AG+AA | 19 71,17 (36,15) 32 92,44 (48,35) 0,048 | -0,498
Fer pg/L GG |23 178,88(28527) 23 333,51 (367,55) 0,0932
AG+AA | 19 281,78 (490,53) 32 197,68 (193,34) 0,495
VMM GG | 14 132,07 (23,54) 17 139,89 (35,31) 0,493?
AG+AA | 9 122,59 (13,97) 18 130,54 (29,05) 0,668
BT mg/dL GG |18 3,35 (1,37) 17 1,51 (0,92) <0,001% | 1,577
AG+AA | 17 3,36 (1,77) 20 2,00 (0,78) 0,008 | 0,994
BD mg/dL GG |18 0,62 (0,19) 17 0,43 (0,16) 0,003" | 1,082
AG+AA | 17 0,65 (0,16) 20 0,48 (0,17) 0,003' | 1,030
Bl mg/dL GG |18 2,73 (1,32) 17 1,08 (0,82) <0,001% | 1,502
AG+AA | 17 2,70 (1,74) 20 1,52 (0,68) 0,020> | 0,893
LDH UL GG |17 646,71 (181,36) 17 444,00 (154,81) 0,001' | 1,202
AG+AA | 16 600,94 (201,82) 20 52325 (169.42) 0218 | 0416
APOAI GG |17 96,82 (7,67) 18 110,00 (11,96) 0,001" | -1,312
mg/dL | AG+AA | 17 105,53 (13,70) 21 106,14 (12,82) 0,888' | -0,046
APOB GG |17 55,41 (13,31) 18 69,78 (19,30) 0,017" | -0,852
mg/dL | AG+AA | 17 61,76 (15,48) 21 70,05 (17,79) 0,139 | -0,497
IDLmgdL | GG |17 60,16 (17,40) 18 77,16 (19,64) 0,0072 | -0,916
AG+AA | 17 63,96 (18,78) 21 74,62 (21,01) 0,068 | -0,535
CT mg/dL GG |17 115,65 (16,31) 18 133,78 21,47) 0,0097 | -0,951
AG+AA | 17 119,94 (19,74) 21 131,24 (22,92) 0,107> | -0,528
HDL mgidL | GG | 17 35,47 (7,44) 18 40,44 (5,49) 0,019 | -0,760
AG+AA | 17 38,24 (7,81) 21 39,48 (6,38) 0,268 | -0,174
TG mg/dL GG |17 100,65 (61,52) 18 81,00 (31,64) 0,546
AG+AA | 17 88,65 (31,58) 21 85,62 (29,28) 0,642
NHDL GG |17 80,29 (16,74) 18 93,28 (24.21) 0,134
mg/dL | AG+AA | 17 81,71 (19,97) 21 91,76 (23,42) 0,1612

Nota: n: namero de individuos; dp: desvio padrdo; HU: em terapia com hidroxiureia; NHU: sem terapia
com hidroxiureia; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito, HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM:
volume corpuscular médio; HbF: hemoglobina fetal; LG: leucometria global; Ret: reticulécitos; Neu:
neutréfilos; Mon: mondcitos; Pla: plaquetas; Fe: ferro; Ferr: ferritina; APOAL: Apolipoproteina Al;
APOB: Apolipoproteina B; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade; NHDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; BT: bilirrubina total;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: lactato desidrogenase.
1: Teste T de Students; 2: U de Mann Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



