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RESUMO

Hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia sdo documentadas na Doenca Falciforme (DF) ha
muitos anos, mas as causas e os efeitos na fisiopatologia ainda precisam ser esclarecidos.
Além disto, relatos sobre marcadores genéticos relacionados ao metabolismo lipidico que
explicam a variacdo dos niveis de lipidios e suas associagdes com o0s subfendtipos de
hemolise e vaso-oclusdo e com a variabilidade clinica da DF ndo foram publicados até o
momento. O objetivo geral do estudo foi investigar se havia dislipidemia e se polimorfismos
de um Udnico nucleotideo (SNPs) em genes ligados as variacfes lipidicas e inflamatdrias
estariam associados a alteracBes nas variaveis hematologicas, bioquimicas e clinicas, em
criancas e adolescentes comas duas formas mais frequentes da DF, anemia falciforme (HbSS)
e hemoglobinopatia SC (HbSC). A populagdo consistiu de 155 individuos nascidos entre
2001 e 2010, com média de idade de 12,54 anos, sendo 55,5% do sexo masculino,
acompanhados nos Hemocentros Regionais de Governador Valadares e de Uberaba da
Fundacdo Hemominas. Um grupo conrole constituido de 40 criancas sem DF com media de
idade de 12,98 anos também foi incluido para comparacdes com dados lipidicos. Foram
realizadas coletas de dados em registros médicos, exames bioquimicos, genotipagens dos
SNPs de ANGPTL4, APOA5, ZNF259 e TNFA, pesquisa de alfa-talassemia e avaliacdo do uso
de hidroxiuréia (HU). Verificaram-se associagdes entre as varidveis investigadas e, destas,
com a ocorréncia de eventos clinicos da DF. Para estes fins foram aplicados testes qui-
guadrado, Mann-Withiney, Teste T de Students, ANOVA, Kruskal-Wallis e realizadas
correlagdes com o teste de Spearman. A significancia estatistica foi estabelecida em P < 0,05.
Dentre os achados, foram encontrados piores indices de marcadores de hemolise e inflamacao
nos individuos HbSS em relacdo aos HbSC. A hipocolesterolemia (HDL < 40 mg/dL) foi
encontrada em 64,52% da populagdo com DF, havendo diferenca significativa entre os
individuos e os controles, sem diferenga entre HbSS e HbSC. Individuos com DF que
possuiam a HDL superior a 40 mg/dL apresentaram maiores niveis de APOAL e menores de
colesterol total e trigliceridios. A hipertrigliceridemia (TG > 100 mg/dL até os 10 anos e >
130 mg/dL acima de 10 anos) presente em apenas 8,51% dos pacientes DF ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos HbSS e HbSC e foi associada com niveis elevados da
enzima LDH. Nos individuos HbSS os baixos niveis de HDL estavam em maior propor¢éo se
comparados ao grupo HbSC. O uso de HU no grupo HbSS ndo interferiu nos niveis de
lipidios. A variante rara do gene ANGPTL4 rs116843064 (G>A), no modelo de dominancia,
foi associada com reducdo de leucocitos globais e mondcitos e aumento de apolipoproteina
Al e colesterol total nos individuos com DF. O polimorfismo de ZNF259 rs964184
(c.724C>G) foi associado ao aumento dos marcadores de hemdlise/inflamacéo (leucécitos
globais, reticuldcitos e bilirrubinas total e direta) e apresentou efeito dose dependente nos
niveis de bilirrubina direta. A variante de menor frequéncia (-308A) de TNFA rs1800629 foi
associada com aumento de 73% dos niveis de bilirrubina direta. A co-heranga de alfa-
talassemia presente nos dois grupos HbSS e HbSC, reduziu VCM e HCM, mas nédo
influenciou os niveis de HbF, reticuldcitos, bilirrubina ou o perfil lipidico. Em conclusdo, a
hipocolesterolemia foi caracterizada por baixos niveis de HDL em ambos 0s grupos de
individuos HbSS e HbSC e o uso terapéutico da hidroxiuréia ou a co-existéncia de alelos de
delecdo dos genes HBA parecem ndo influenciar este quadro dislipidémico. Entre os
polimofismos estudados o de ZNF259 rs964184 foi o Unico associado a niveis de lipidios nos
individuos com DF. Nosso estudo € o primeiro a mostrar que a variantes de menor frequéncia
de ZNF259 rs964184 e TNFA rs1800629 estdo associadas a hiperbilirrubinemia em pacientes
com DF.

Palavras chaves: doenca falciforme; polimorfismos; dislipidemia; alfa-talassemia.



ABSTRACT

Hypocholesterolemia and hypertriglyceridemia have been documented in sickle cell disease
(SCD) for many years, but the causes and effects on pathophysiology still need to be clarified.
Inaddition, reports on genetic markers related to lipid metabolism that explain the variation of
lipid levels and their associations with subtypes of hemolysis and vaso-occlusion and clinical
variability of SCD have not been published to date. The overall objective of the study was to
investigate whether dyslipidemia and single nucleotide polymorphisms (SNPS) in genes
linked to lipid and inflammatory changes would be associated with changes in hematological,
biochemical and clinical variables in children and adolescents with the two most frequent
forms of SCD, sickle cell anemia (HbSS) and hemoglobinopathy SC (HbSC). The population
consisted of 155 individuals born between 2001 and 2010, with a mean age of 12.54 years,
being 55.5% male, followed in the Regional Hemocenters of Governador Valadares and
Uberaba of the Hemominas Foundation. A conrole group consisting of 40 children without
SCD with a mean age of 12.98 years was also included for comparison with lipid data. Data
collection on medical records, biochemical tests, genotyping of ANGPTL4, APOA5, ZNF259
and TNFASNPs, alpha-thalassemia screening and assessment of hydroxyurea (HU) use were
performed. There were associations between the variables investigated and, of these, with the
occurrence of clinical events of the SCD. For these purposes chi-square, Mann-Withiney,
Student's T-Test, ANOVA, Kruskal-Wallis and correlations with the Spearman test were
applied. Statistical significance was set at P <0.05. Among the findings, we found worse
markers of hemolysis and inflammation in HbSS individuals in relation to HbSC.
Hypocholesterolemia (HDL <40 mg / dL) was found in 64.52% of the SCD population, with a
significant difference between individuals and controls, with no difference between HbSS and
HbSC. Individuals with SCD that had HDL greater than 40 mg / dL had higher levels of
APOAL and lower total cholesterol and triglycerides. Hypertriglyceridemia (TG> 100 mg /
dL up to 10 years and> 130 mg / dL over 10 years) present in only 8.51% of SCD patients
showed no significant difference between the HbSS and HbSC groups and was associated
with high levels of the LDH enzyme. In the HbSS subjects the low HDL levels were in a
higher proportion when compared to the HbSC group. The use of HU in the HbSS group did
not interfere with lipid levels. The rare variant of the ANGPTL4 gene rs116843064 (G> A) in
the dominance model was associated with reduction of global leukocytes and monocytes and
increase of apolipoprotein Al and total cholesterol in subjects with DF. The polymorphism of
ZNF259 15964184 (c.724C> G) was associated with increased markers of hemolysis/
inflammation (total leukocytes, reticulocytes and total and direct bilirubin) and had a dose-
dependent effect on direct bilirubin levels. The lower frequency variant (-308A) of TNFA
rs1800629 was associated with a 73% increase in direct bilirubin levels. Alpha-thalassemia
co-inheritance in both HbSS and HbSC groups reduced MCV andMCH, but did not influence
HbF, reticulocyte, bilirubin or lipid profile levels.In conclusion, hypocholesterolemia was
characterized by low levels of HDL in both groups of HbSS and HbSC and the therapeutic
use of hydroxyurea or the coexistence of deletion alleles of HBA genes does not appear to
influence this dyslipidemic condition. Among the polymorphisms studied, that of ZNF259
rs964184 was the only one associated with lipid levels in SCD. Our study is the first to show
that the lower frequency variants of ZNF259 rs964184 and TNFA rs1800629 are associated
with hyperbilirubinemia in SCD.

Keywords: sickle cell disease; polymorphisms; dyslipidemia; alpha-thalassemia.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O termo “Doenca Falciforme” (DF) ndo se refere a uma unica doenga, mas sim a uma
colecdo de anemias hemoliticas hereditarias, ou hemoglobinopatias, com padrdo autossémico
recessivo para a heranca do alelo S, que apresentam propensdo para que 0S eritrocitos se
transformem em formas crescentes ou chamadas de foice (WARE et al., 2017). O alelo S leva
a formacdo de uma Hemoglobina (Hb) defeituosa, conhecida como HbS. Tal Hb ocorre
devido a uma muta¢do no cdédon seis no gene HBB (loco 11p15.4; MIM 141900; mutacao
HbS GAG>GTG; p.Glu6Val). Esta mutacdo promove uma modificacdo fisico-quimica na
molécula da Hb (AMARAL et al., 2015; CARVALHO et al., 2014; FELIX et al,, 2010;
SABARENSE et al., 2015). Quando o alelo HbS estd em homozigoze constitui-se a Anemia
Falciforme (AF) (MIM # 603903), a qual apresenta manifestacfes clinicas e fisiopatoldgicas
mais graves entre todos os tipos de DF (HABARA; STEINBERG, 2016; SERJEANT, 1997).

Podem ocorrer heterozigoses compostas do alelo S com outras variantes que codificam
outros tipos de Hb tais como C, D, J, E, de maneira que a HbS esteja em concentragéo
superior a 50% (SCHECHTER, 2008). A hemoglobina C (HbC) é formada em decorréncia da
mutacdo de transicdo tambem no cédon seis do gene HBB que gera a troca do aminoacido
acido glutamico pela lisina (p.Glu6Lis) (GARNIER et al.,2017). A combinacdo hereditaria
das variantes patogénicas HbS e HbC levam a Hemoglobinopatia SC. Além dessas
combinacOes, pode ocorrer ainda, a co-heranca do alelo HbS com outras variantes mutantes
do gene HBB como a beta-talassemia e mutagdes no gene HBA que levam a alfa-talassemia
(WARE etal., 2017).

Acredita-se que a mutacido que leva a formacgio de HbS tenha surgido na Africa, e se
perpetuou devido a vantagem conferida aos individuos que possuiam apenas o traco falcémico
em relacdo a resisténcia a malaria (MCGANN, 2014; TEWARI et al, 2015). A doenga se
espalhou no Brasil em decorréncia da imigracdo de negros africanos advindos do periodo
colonial de escraviddo no pais (SILVA et al., 2013), o que poderia justificar a alta prevaléncia
no Estado da Bahia, onde um em cada 650 nascidos vivos possui algum tipo de DF
(CARVALHO et al., 2014; FERNANDES et al., 2010; RAMOS et al., 2015; RODRIGUES,
et al., 2012; SANKARAN, et al., 2010). No Estado de Minas Gerais 0 Programa Estadual de

Triagem Neonatal (PETN-MG) detectou a proporcdo de uma crianga com DF a cada 1313
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nascidos vivos (FERNANDES et al., 2010). Considerando 0s municipios de Governador
Valadares e de Uberaba, a incidéncia observada é, respectivamente, de 0,030 e 0,019 para
anemia falciforme e 0,021 e 0,016 para hemoglobinopatia SC (HbSC), segundo Diretorias
Regionais de Saude — DRS Programa Estadual de Triagem Neonatal - MG - 1998/2001
(JANUARIO, 2002).

As manifestagdes clinicas da DF variam consideravelmente entre os individuos, sendo
os fendmenos vaso-oclusivos e a hemdlise crénica os principais determinantes, acompanhado
do estado inflamatério crénico (REED; VICHINSKY, 1998). Estes eventos levam a
complicagbes vaso-oclusivas, dano de mdaltiplos 6rgdos e reducdo da sobrevivéncia do
paciente (QUINN, 2016). As manifestacdes clinicas da AF podem ser moduladas pela
presenca da alfa-talassemia (alfa-tal), a qual interfere nos subfendtipos vaso-oclusivo e
hemolitico de forma diferenciada (KATO et al., 2007). Embora haja muitos estudos dedicados

a AF, informac6es comparativas da AF coma hemoglobinopatia SC sdo menos exploradas.

Outro interferente na gravidade na DF é a dislipidemia, sendo observados niveis
aumentados de trigliceridios (TG) e reduzidos de colesterol total (CT), Lipoproteina de Alta
Densidade (HDL) e Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) (AKINLADE et al., 2014;
ALELUIA et al, 2017b; EMOKPAE et al., 2014). A hipocolesterolemia, em especial os
baixos niveis de HDL, temsido identificada como biomarcador potencial da gravidade clinica
da DF (EPHRAIM et al., 2016; SEIXAS et al., 2010; ZORCA et al., 2010). No entanto, o
mecanismo de influéncia da dislipidemia na DF ainda permanece pouco esclarecido, sendo
provavel uma a¢do multifatorial, incluindo a variacdo genética, que responde em mais de 43%

da variabilidade nos niveis de lipidios no plasma (CHANG et al., 2010).

Entre as variantes genéticas que podem influenciar o metabolismo lipidico,
encontram-se 0s polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) dos genes relacionados ao
metabolismo de lipidios. Tais SNPs poderiam explicar parte da variagcdo dos niveis de lipidios
e modificar a gravidade das manifestacfes clinicas. No entanto, estudos que confirmam a
influéncia desses SNPs na DF sdo escassos. A investigagdo do perfil lipidico, assim como o
estudo de polimorfismos genéticos e suas associagdes com dados laboratoriais dos
subfenotipos da DF e dos agravos clinicos poderiam elucidar parte da fisiopatologia e
moduladores genéticos da DF, e, dessa forma, gerar ferramentas progndsticas ou diferentes

alvos terapéuticos no tratamento dos agravos da doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEMOGLOBINOPATIAS

As principais doencas monogénicas hereditarias no mundo sdo as ligadas aos
distdrbios hereditarios da hemoglobina (Hb). A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) estima
que aproximadamente 7% da populagdo mundial é portadora de alguma hemoglobinopatia e
gue 300.000 - 500.000 bebés nascam a cada ano com alguma forma grave da doenca
(WEATHERALL, 2008).

As hemoglobinopatias foram originalmente predominantes nas regides dos tropicos e
subtrépicos, onde a malaria possuia alta incidéncia (MODELL; DARLISON, 2008). Fora do
cinturdo tropical, hd uma distribuicdo desigual, refletindo diferentes padrdes de migracdo
dessas populacdes em paises tropicais (WEATHERALL, 2008) (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem e distribuicdo mundial das he moglobinopatias nos continentes

Regido do

Mundo HbS HbC HbE B Tal o° Tal o' Tal
AFR 1-38 0-21 0 0-12 0 10-50
AMR 1-20 0-10 0-20 0-3 0-5 0-40
EMR 0-60 0-3 0-2 2-18 0-2 1-60
EUR 0-30 0-5 0-20 0-19 1-2 0-12
SEAR 0-40 0 0-70 0-11 1-30 3-40
WPR 0 0 0 0-13 0 2-60

Sub-regides do mundo: AFR = Africa; AMR = Américas; EMR = Mediterraneo Oriental; EUR =
Europa; SEAR = Sudeste Asiatico; WPR = Pacifico Ocidental.
Weatherall, 2008

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias relacionadas com a sintese das cadeias
globinicas da Hb. Englobam as doencas que apresentam ou uma alteragdo quantitativa da
sintese de alguma cadeia de globina (alfa ou beta-talassemias) ou as doengas em que a sintese

de uma globina estruturalmente diferente leva a formacéo de uma Hb anormal — uma variante
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hemoglobinica com alteracbes qualitativas (BAIN, 2011; MODELL; DARLISON, 2008). Ja
foram descritas mais de 700 variantes de Hb (MAKANI, 2013), embora nem todas tenham
efeito clinico (BAIN, 2011).

A Hb é o principal componente da hemécia e é a unidade responsavel pelo transporte
de oxigénio para os tecidos e orgaos e por fazer o transporte reverso do dioxido de carbono
(COy) para os pulm@es, bem como realizar o transporte de outros gases como 0 mondxido de
carbono (CO) e o 6xido nitrico (NO) (SCHECHTER, 2008). E formada pela combinagéo de
guatro cadeias polipeptidicas, chamadas globinas, associadas as unidades denominadas
agrupamento heme (Figura 1) (SANKARAN; ORKIN, 2013).

Figure 1: Desenho da estrutura de uma molécula de Hemoglobina normal, indicando as
guatro cadeias globinicas e os anéis tetrapirrolicos com os atomos de ferro
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Adaptado de Schechter, 2008.

Os diferentes tipos de Hb humana sdo formados por combinagGes de cadeias
globinicas que sdo sintetizadas de acordo com o periodo de desenvolvimento do individuo. Os
genes das globinas estdoorganizados em agrupamentos alfa-globina e beta-globina em dois
cromossomos autossémicos. Esses agrupamentos sdo compostos pelos genesHBD (11p15.4
142000), HBB (11p15.4 141900), HBG1 (11p15.4 142200), HBG2 (11p15.4 142250), HBE1
(11p15.4 142100) e pelos genes HBA1 (16p13.3 141800), HBA2 (16p13.3), HBZ (16p13.3
142310), HBM (16p13.3 609639), HBQ1 (16p13.3 142240) localizados nos cromossomos 11
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e 16 respectivamente (Figura 2) (OMIM, 2017; SCHECHTER, 2008; SANKARAN; ORKIN,
2013).

Figure 2: 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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Genes do agrupamento da alfa (a)-globina, localizado no cromossomo 16 (fita do DNA em azul no sentido 5'-
3"), composto pelos genes { (HBZ) e u (HBM) além dos pseudogenes y¢ eya, gene ol (HBAL), a2 (HBA2), O1
(HBQ1). Genes do agrupamento da beta (B)-globina, localizado no cromossomo 11 (fita de DNA em verde no
sentido 5'- 37), composto pelos genes ¢ (HBE), yG (HBG?) eyA (HBG?), pseudogene beta(yp), gene & (HBD) e B
(HBB).

Adaptado de SCHECHTER, 2008.

O gene HBB ¢ expresso em pouca quantidade no inicio da vida fetal. A troca para a Hb
do adulto ocorre de trés a seis meses ap0s 0 nascimento, quando a expressao dos genes HBG1
e HBG2 ¢ diminuida e aumenta a expressdo do gene  HBB e, em menor quantidade, é expresso
0 gene HBD (MAKANI et al., 2013; SCHECHTER, 2008) (Figura 3).

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

Os defeitos moleculares nas regides reguladoras ou codificantes dos genes humanos

HBA2, HBA1, HBB ou HBD podem minimizar ou reduzir drasticamente a expressdo dos
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mesmos, levando a alfa (a), beta (B) ou delta (d)-talassemia (a-tal, B-tal, oS-tal),
respectivamente (GIARDINE et al., 2014).

A alfa-tal (MIM: 604131) é causada comumente por a0 menos sete tipos de delecdes

mais conhecidas e denominadas: -o* e -o*?, que atingem apenas um gene da alfa-globina e as

delecBes, que atingem ambos os genes da alfa-globina em cis, como os alelos --*#, --Fl- e —-

THAI ED e- 20.5

, comuns no sudeste da Asia, e os alelos --V a“>>, que ocorrem com mais frequéncia

no Mediterraneo (TAN etal., 2001).

Figure 3: Representacdo grafica da expressdo temporal e local de producdo das cadeias
globinas nas fases embrionaria, fetal e adulta.
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Expressdo temporal e da localizagdo de Hemoglobinas nas diferentes fases da vida em seres humanos. Até o
primeiro trimestre de gravidez sdo produzidas as cadeias épsilon globina (g) e zeta globina ({), que se associam
formando a Hemoglobina Gower 1 (¢202). Também no inicio do primeiro trimestre inicia-se a produgéo da
globina alfa (a), que se associa a globina épsilon (g) formando a hemoglobina Gower 2 (¢2a2). E ainda no
periodo embrionario hé a producdo de Hemoglobina Portland, que € uma associagdo das cadeias zeta ({) e gama
(y) (©2y2). A hemoglobina fetal comeca a ser produzida j& no final do primeiro trimestre e permanece em
pequena quantidade ao longo da vida do individuo, é formada pela combinagéo das cadeias globinicas gama A
ou G (YA ou yQ) e alfa (a) (YA202 e yG202). Ja no final do terceiro trimestre comega a producdo da f globina,
que substitui a gama (y) globina apos o nascimento, se associando a alfa globina formando a hemoglobina
principal do adulto, a hemoglobina Al. Inicia-se a partir do sexto més de gestacdo a produgido de delta (3)
globina, que associada a globina alfa (o) forma a hemoglobina A2, que tem baixa producéo ao longo da vida do
individuo.

Adaptado de SCHECHTER, 2008.
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Estima-se, no Brasil, a prevaléncia de 10 a 20% do portador silencioso, no qual ha a
presenca de um unico cromossomo com a delecdo do gene HBA, e de 1 a 3% de traco alfa-
talassémico em que o individuo herda a delecdo em ambos os cromossomos de HBA ou
apresenta delecdo nos genes HBA1l e HBA2. Se forem considerados apenas os individuos
afrodescendentes, essa frequéncia pode alcancar de 20 a 25%. Este alto indice reflete a forte
contribuicdo genética da populacdo africana no Brasil e, em razdo do elevado grau de
miscigenacdo racial, ha alta probabilidade de associagdo entre aalfa-talassemia e outras
variantes de Hb, sobretudo com a HbS, que é bastante frequente no Brasil (CANCADO,
2006).

Levando em consideracdo a variacdo e especificidade clinica da Doencga Falciforme e
que, o presente estudo envolveu dois tipos de doenca determinados pelos gendtipos HbSS e
HbSC, serdo revisadas nas proximas secdes,0s aspectos especificos e associados a cada uma

das formas.

2.2 DOENCA FALCIFORME

A doenga falciforme (DF) constitui um conjunto de hemoglobinopatias hereditarias
monogénicas de padrdo autossdmico recessivo em que ha duas hemoglobinas anormais e
pelo menos uma é a hemoglobina denominada falciforme (HbS). A HbS ocorre devido a uma
mutacdo de transversdo, ndo sinbnima no exon 1 no gene HBB(loco 11p15.4; OMIM
141900),que codifica a beta-globina (REN et al., 2017). A HbS é constituida de duas cadeias
alfa-globinas normais e duas cadeias beta-globinas que apresentam uma alteracdo estrutural
na qual o residuo de aminoécido polar acido glutdmico (Glu) foi substituido por um residuo
hidrofobico de valina (Val) naposicdo 6 da cadeia polipeptidica (c.20A>T; SNP rs334;
p.GluéVval) (OMIM, 2017;ROBERTS-HAREWOOD, 2009; WEATHERALL, 2011). A
anemia falciforme (AF) ocorre quando hd homozigose do alelo S (HbSS) e constitui a forma
mais comum (ROBERTS-HAREWOOD, 2009) e, geralmente, mais grave da DF (QUINN,
2016).

Alternativamente, a DF pode ocorrer quando ha uma combinacdo da HbS com outras

variantes que levam a alteragdes estruturais ou na sintese da beta-globina. O alelo HbC resulta
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de uma mutacdo de transicdo também no cddon 6 do gene HBB que gera a troca do
aminodcido &cido glutdmico pela lisina (rs33930165; c.19G>A; p.Glu6Lis) (GARNIER et
al.,2017). Um individuo heterozigoto composto, portando, a HbS e outra mutacdo da
hemoglobina, como HbC apresentard a hemoglobinopatia HbSC, ou em combinag¢ao com a -
talassemia,os genotipos HbSP® ou HbSP™, além de outras combinagbes, como SD-Punjab,
SO-éarabe, S-Lepore e outras variantes raras (BAIN, 2011). Nestas categorias, ndo esta
incluido o estado heterozigotico HbAS, chamado trago falciforme que geralmente é
assintomatico (REN et al., 2017). As formas HbSC e HbSB" sdo as formas menos graves da
DF quando comparadas as outras formas da doenga, embora ocorra uma ampla variacao
clinica entre todas as formas (QUINN, 2016; SANKARAN, et al., 2010).

Quanto a epidemiologia, a DF é a doenca monogénica mais comum e amplamente
distribuida no mundo (WEATHERALL, 2011). O alelo HbS pode ser encontrado em grande
parte do mundo, entretanto € mais frequente em regides de clima mais quente (Figura 4)
(TEWARI et al., 2015). Estima-se que nasgam por ano na Africa subsaariana 240.932 e em
outros lugares 92.997 criancas com AF e 54.736 criancas com a doenca HbSC em todo o
mundo (WEATHERALL, 2011). Cerca de 8% dos afro-americanos carregam o trago da
célula falciforme (STEINBERG, 2008). Alguns portadores de DF sofrem crises graves desde
0s primeiros meses de vida, levando a 6bitos precoces no inicio da infancia ou quando adultos
jovens, enquanto outros pacientes tém vida quase normal (NNODIM et al., 2012). Em paises
em desenvolvimento estes indices se tornam ainda mais acentuados, sendo a incidéncia de
Obitos maior e a sobrevida reduzida em pacientes com AF (SABARENSE et al., 2015).

Nos Estados Unidos da América, a mediana da idade dos obitos de individuos com AF
é de 42 anos para homens e 48 anos para mulheres. J& para as pessoas com hemoglobinopatia
SC, a expectativa de vida é de 60 e 68 anos, para homens e mulheres, respectivamente
(PLATT etal, 1994).

A elevada taxa de intercorréncias clinicas de pacientes com DF altera a qualidade de
vida do portador, desencadeando aspectos psicossociais alterados, levando a dificuldades de
interacdo social no trabalho, estudos, lazer, além de baixa autoestima, depressdo e medo, que
se intensificam frente as repetidas crises de dor e internagdes (FELIX etal., 2010; MARTINS
etal., 2010; SILVA etal., 2013).
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Figure 4: Mapa de presenca ou auséncia da mutacao da célula falciforme (hemoglobina
S) pelo mundo e a temperatura média anual (em °C)
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Adaptado de TEWARI et al., 2015.

2.2.1 Doenca Falciforme no Brasil

Devido, principalmente, a imigracdo de negros africanos no periodo colonial, a DF se
disseminou pelo Brasil, visto que a hemoglobina S é mais frequente na populagdo africana.
Dessa forma, a imigracdo favoreceu a miscigenacdo dos povos, o que levou a dispersdo dos
alelos causadores da DF, tornando-a a doenca hereditaria monogénica mais comum do pais
(CARVALHO et al., 2014; FERNANDES et al., 2010; RAMOS et al., 2015; RODRIGUES,
etal, 2012; SANKARAN, et al., 2010).

Este grupo de doencas crnicas apresenta desafios significativos para a satde publica
em algumas partes do mundo, especialmente no Brasil (SILVA et al., 2013). O Ministério da
Salde estima a prevaléncia de 25.000 a 30.000 individuos com AF no pais e a incidéncia de
3.500 novos casos a cada ano (0 nascimento de uma crianca com AF para cada 1.000 recém-
nascidos vivos) (CANCADO; JESUS, 2007).

Os maiores indices concentram-se na Bahia, onde em cada 650 nascidos vivos, um

possui algum tipo de DF (SILVA et al., 2013). Minas Gerais é o terceiro estado em incidéncia
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da DF (AMARAL et al., 2015), sendo 72 casos em cada 100 mil nascidos vivos (1:1.400),
com incidéncia de 3,3% e um portador do traco falciforme para cada trinta nascimentos
(SILVA etal., 2015). De acordo com o Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN-MG),
entre 1998 e 2005, a cada 1400 nascidos vivos uma crianca nascia com DF (FERNANDES et
al., 2010).

Nos municipios de Governador Valadares e de Uberaba, Minas Gerais, observa-se
uma importante incidéncia de DF e de traco falciforme. A Tabela 2 indica a prevaléncia da
DF (gendtipos HbSS e HbSC) e de heterozigotos para hemoglobinas S e C para 0s municipios
citados (JANUARIO, 2002).

Tabela 2: Percentual da doenca falciforme (HbSS e HbSC) e heterozigotos para
hemoglobinas S e C nos municipios de Governador Valadares e de Uberaba, por
criancas triadas

Formas da Doenca Falciforme

. HbSS HbSC HbAS HbAC
Municipio
Governador Valadares 0,030 0,021 3,136 1,451
Uberaba 0,019 0,016 2,926 0,68

HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC; HbAS: traco falciforme; HbAC: trago
hemoglobinopatia C.
Diretorias Regionais de Salde - DRS Programa Estadual de Triagem Neonatal - MG - 1998/2000

Diante da grande incidéncia no pais, foram necessarios mecanismos de triagem
precoce de diagndstico para que o tratamento antecipado reduza a ocorréncia agravos em
estagios posteriores da vida do individuo (SILVA et al.,, 2015). No ano de 2001, o governo
Brasileiro incluiu a pesquisa de hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), por meio da portaria numero 822/01 (MARTINS et al.,2010;
RODRIGUES, et al., 2012). O PNTN lancou fundamentos para uma abordagem ampla da
questdo, que envolveu detecgédo precoce, ampliagdo da cobertura populacional, busca ativa de
pacientes, confirmacdo diagnostica, acompanhamento e tratamento adequados, além da

criacdo de um sistema de informacdes para cadastrar os doentes (SILVA et al., 2015).

Em Minas Gerais, 0 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 Atencdo Integral as Pessoas com DF e outras
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hemoglobinopatias, visando a organizacdo da rede de assisténcia aos portadores. Todas essas
medidas tém como objetivo contribuir para reducdo da morbimortalidade da DF (MARTINS
etal, 2010).

Apos a insercdo dessas politicas, os indices de mortalidade por AF tém decaido ao
longo das dltimas decadas, o que reflete 0 empenho do Estado pelo diagndstico precoce e
pelaadocdo de medidas preventivas ja a partir do periodo neonatal em criangas com AF
(RAMOS et al.,, 2015). A precocidade no diagnostico permite o acompanhamento meédico
proporcionando mais chance de diminuicdo da morbidade, mortalidade e transmissao
hereditaria (CARVALHO et al., 2014).

2.3 FISIOPATOLOGIA DAS DOENCAS FALCIFORMES

A DF é uma anemia hemolitica multisisttémica que, embora monogénica, tem efeito
pleiotrépico horizontal ou mosaico associado a episodios de crises agudas e dano progressivo
de orgdos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2010). A DF apresenta grande heterogeneidade na gravidade clinica decorrente de hemdlise e
de vaso-oclusdo, reflexos da polimerizacdo da HbS (REED; VICHINSKY, 1998), além do

gendtipo responsavel pela forma da doenga.

2.3.1 Polimerizagao

A mutacdo leva a alteracbes na carga liquida da molécula de Hb (ROBERTS-
HAREWOOD, 2009), permitindo a formacdo de interacdes intermoleculares estaveis
(polimeros lineares dos tetrameros de Hb) entre as cadeias de desoxihemoglobina S (LUX;
JOHN; KARNOVSKY, 1976; SCHECHTER, 2008). A modificacdo é orientada diretamente
pelo residuo de valina substituido que se liga a uma regido hidrofébica entre um residuo de
fenilalanina e um residuo de leucina na cadeia B globina vizinha (AZAR; WONG, 2017). A
medida que a concentracdo de HbS nos eritrécitos se aproxima de 30 g/dL, um gel
semissélido se forma dentro da célula (DONG; CHADWICK; SCHECHTER, 1992).
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A polimerizacdo da HbS acontece especialmente com a prépria HbS. A HbS na
presenca de outras Hbs, como a HbA e a HbF se polimeriza de forma muito menos efetiva
(DONG; CHADWICK; SCHECHTER, 1992). Para que o processo de falcizacdo ocorra é
necessario que a HbS esteja emalta concentragdo (ZAGO; PINTO, 2007).

A rede de proteinas que estrutura a membrana da hemécia € deformada pelos
microfilamentos orientados de HbS (LUX; JOHN; KARNOVSKY, 1976). As fibras de HbS
também danificam os eritrocitos ao aumentar a viscosidade citoplasmatica, induzindo
vazamentos de cétions através da membrana, 0 que provoca desidratacdo e aumenta a
expressdo de moléculas de adesdo (REES; WILLIANS; GLADWIN, 2010). A desidratacédo
das hemécias é importante para a polimerizacdo da HbS, levando a formacdo irreversivel de
eritrocitos em forma de foice. Os cotransportadores de cloreto de potassio (KCC), presentes
na membrana da hemécia, transportam os fons cloreto (CI) e potassio (K*) para fora da célula
juntamente com o efluxo de agua, colaborando com o quadro de desidratacdo decorrente da
polimerizacdo da HbS (ELLORY, 2015; ZAGO; PINTO, 2007).

Ocorre tambéma diminui¢do da capacidade da HbS fixar o oxigénio (AZAR; WONG,
2017; RAMOS et al., 2015), assim como aumento da fragilidade dos glébulos vermelhos,
hemolise e obstrucdo microvascular (REN et al., 2017). Quando a HbS esta oxigenada, estes
polimeros se desintegram (AZAR; WONG, 2017). De modo que os eritrécitos passam por
ciclos de oxigenacdo e desoxigenacdo, fazendo com que os polimeros de HbS danifiquem
repetidamente a membrana (QUINN, 2016). Todos esses fatores geram o enrijecimento da

membrana da hemécia, distorcendo seu formato para foice (Figura 5).

As alteracGes afetam os componentes lipidicos e proteicos da membrana da hemacia
falciforme e alteram a interagdo com leucocitos, plaquetas e endotélio vascular (AZAR,;
WONG, 2017). As células endoteliais sofrem alteracdes, gerando regulacdo positiva de varias
moléculas de adesdo, incluindo E-selectina, P-selectina e molécula de adesdo de células
vasculares-1 (VCAM-1) (AZAR; WONG, 2017; HEBBEL et al., 1980). Ha ativacdo dos
leucécitos e plaquetas que entdo secretam Varias citocinas e quimiocinas as quais promovem a
inflamacdo e obstrucdo da vasculatura, prejudicando o endotélio. Além disso, 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) (Figura 6).
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Figure 5: llustracdo da hemécia falciforme

Adaptado de Copyright © 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved. Tirado de VACCA,;
BLANK,2017.

Figure 6: Esque ma dos principais mecanismos fisiopatoldgicos da doenca falciforme

XA — ED-SSD- 4

A substituigdo de uma base Unica no As moléculas de hemoglobina S polimerizam-se para
gene da B-globina conduz a uma Unica formar fibras rigidas sob baixa tensdo de
alteracdo de aminoacidos com oxigénio, levando a distor¢do da forma das células
solubilidade reduzida da molécula de vermelhas
hemoglobina

Bloqueio microvascular com
isquemia a jusante

~ iti / Hemolise intravascular com
Regu!agao posmva:ie liberagdo de hemoglobina livre e
mpléculas desdestio eliminac&o de 6xido nitrico
(VCAM-1, ICAN1, p- \ )

selectina) cs)nsnftente com Express3o de fator
.atIVBQGO tecidual das células
endote!la_l. recrutamento endoteliais, ativando
de leucdcitos e alteragbes acascata de
pro-inflamatérias

v

Plaquetas ativadas, aumento do fator
von Willebrand, aumento da interacdo
das células plaquetarias / endoteliais

coagulagédo

A alteracdo genética na anemia falciforme resulta em uma molécula de hemoglobina que é menos soltvel
do que o normal em condi¢des hipéxicas. As moléculas de hemoglobina polimerizantes causam a formagao
de tactoides insoluveis, que resultam na distor¢do da célula vermelha na forma falciforme caracteristica.
Ocorrem vaso-oclusdo recorrente, isquemia e dano de reperfusdo. Estudos também demonstraram
aumento da expressdo de marcadores de ativagdo de células endoteliais, plaquetas e cascata de
coagulacdo, gerando um cendrio proé-inflamatéria. A presenca de hemoélise intravascular também libera
hemoglobina livre que é capaz de eliminar o 6xido nitrico - um regulador chave da reatividade e do tonus

vascular normal.
Adaptado de HAY; ATOYEBI, 2016.
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2.3.2 Hemolise cronica

A vida util de uma hemacia falciforme pode ser reduzida de 120 dias para apenas dez,
em decorréncia dos altos niveis de hemolise ou como resultado da retirada das hemacias
falciformes da circulacéo pelo sistema reticuloentotelial (KESSE-ADU; HOWARD, 2013). A
hemélise que acompanha a DF pode ser classificada em dois tipos: intravascular e
extravascular. A lesdo da membrana eritrocitaria contribui para ambas (AZAR, WONG,
2017). A hemolise intravascular é decorrente da fragmentacdo da membrana do eritrécito ja
danificada pelas forcas de cisalhamento geradas a medida que os eritrdcitos deformados
passam pela microvasculatura. Também ela pode ocorrer pelo alto acumulo de
Imunoglobulina G (IgG) e complemento na superficie dos eritrocitos, que podem levar a
destruicdo da hemécia (TEST; WOOLWORTH, 1994). J& a hemdlise extravascular acontece
pela remocdo das hemécias danificadas da circulacdo por macréfagos esplénicos e teciduais e
mondcitos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

A hemolise crbnica, caracteristica patoldgica de maior atencdo na DF, da origem a
diminuicdo da biodisponibilidade do NO, estresseoxidativo e ativagdo endotelial (BEREAL-
WILLIAMS etal,, 2012; KATO etal.,, 2006a; YESIM et al., 2011).

O NO é importante na manutencdo do ténus vasomotor, € produzido pelas células do
revestimento vascular (endoteliais), com a ajuda da enzima Oxido nitrico sintase 3 ou
endotelial (NOS3) (MIRANDA et al., 2015). O NO se liga a guanilato ciclase soluvel, que
converte GTP em GMPc no musculo vascular liso, causando relaxamento e vasodilatacdo
(SWITZER et al., 2006).

A Hb plasmatica liberada de eritrocitos falciformes destruidos por via intravascular,
rapidamente inativa o NO, formando nitrato e metahemoglobina. Adicionalmente, o grupo
heme e o ferro heminico catalisam a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS do
inglés reactive oxygen species), que também consomem NO, gerando um estado de
biodisponibilidade endotelial reduzida de NO na DF. Essa baixa biodisponibilidade de NO
prejudica algumas de suas fungdes, como a inibicdo de ativacdo e agregacdo de plaquetas e
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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bereal-Williams%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bereal-Williams%20C%5Bauth%5D
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ruptura das hemacias também libera a enzima arginase, que destréi a L-arginina, o substrato
para producdo de NO, fornecendo outro mecanismo para a deficiéncia de NO endotelial
(GILLI et al., 2016; KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; MORRIS et al., 2005) (Figura
7).

Figure 7: Esquema das consequéncias da hemolise e da deplecdo do déxido nitrico na
doenca falciforme
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A hemoblise intravascular reduz a bioatividade do éxido nitrico. O 6xido nitrico (NO) é produzido por isoformas
de 6xido nitrico sintase, utilizando como substrato a L-arginina. A hemdlise intravascular libera simultaneamente
hemoglobina, arginase e lactato desidrogenase (LDH) das células vermelhas ao plasma sanguineo. A
hemoglobina livre no plasma inibe estequiometricamente o NO, gerando metahemoglobina e nitrato inerte (A).
A arginase no plasma consome L-arginina plas matica, gerando ornitina e esgotando sua disponibilidade para a
produgdo de NO (B). A LDH também liberada da célula vermelha para o soro sanguineo serve como um
marcador da liberacdo de hemoglobina e arginase. O NO também é consumido por reagdes com espécies reativas
de oxigénio (0?) produzidas pelos altos niveis de atividade da xantina oxidase e da NADPH oxidase observada
na doenca falciforme, produzindo radicais de oxigénio como o peroxinitrito (ONOO ) (C). A diminuigcdo da
bioatividade do NO resultante na doenca falciforme esta associada a hipertensdao pulmonar, priap ismo, ulceracéo
nas pernas e possivelmente com acidente vascular cerebral ndo hemorragico. Fisiopatologia semelhante é vista
em outras anemias hemoliticas cronicas intravasculares.

Adaptado de Kato; Gladwin; Steinberg, 2007.

A hemolise € 0 mecanismo patoldgico que leva a manifestacbes cardiovasculares,
pulmonares, gastrointestinais e renais em diversas doencas humanas, ndo sendo diferente na
DF (GILLI et al., 2016). Na DF, a hemdlise tem sido conhecida por causar anemia, fadiga,
colelitiase, Ulceras cutaneas de perna, hipertensdo pulmonar e contribuir para o
desenvolvimento de vasculopatia progressiva (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).



2.3.3 Vaso-oclusao

As hemécias falcizadas passam a apresentar enrijecimento, alteracdo de proteinas da
membrana e aumento da expressdo de moléculas de adesdo. Essas moléculas de adesdo estdo
mais presentes em reticuldcitos, tornando-os protagonistas do processo de vaso-oclusdo
(SANKARAN, et al., 2010). Consequentemente, ocorre adesdo das hemacias e reticuldcitos
ao endotélio, desencadeamento de um fen6meno inflamatério, ativacdo da coagulacdo,
hip6xia, isquemia e infarto local, causando dano e dor (SANKARAN, et al, 2010;
STEINBERG, 2008). A falcizacdo in vivo € precipitada por infeccdo, hipoxia, desidratacao,
excesso de esforco e exposicdo ao frio. A desidratacdo de células vermelhas, pH, adeséo de
moléculas, NO, plaquetas e leucécitos também desempenham um papel em vaso-oclusdo
(ALEXY etal., 2010; ROBERTS-HAREWOOD, 2009).

As hemécias falcizadas prejudicam a circulacdo microvascular, produzindo isquemia
ou infarto de tecido e danos endoteliais (STEINBERG, 2008). Adicionalmente, as hemécias
falcizadas se tornam mais aderentes e realizam liga¢bes entre elas, com eritrocitos nao
falcizados, com células nucleadas e com o endotélio vascular, gerando a vaso-oclusdo
(STUART; NAGEL, 2004). O endotélio na DF, de fato, é anormalmente ativado. A célula
endotelial na DF exibe mais moléculas de adesdo (entre elas VCAM e selectinas), maior
producdo de mediadores inflamatorios, bem como de ativadores celulares (por exemplo,
interleucina 6 - IL6, Proteina quimioatraente de monocitos 1 - MCP-1, fator ativador de
plagueta - PAF). Além disso, a célula adquire um fenétipo procoagulante pela diminuicéo da
trombomodulina e do inibidor da via do fator tecidual, além do fator tecidual aumentado, que
inicia a cascata da coagulacéo, liberando multimeros de fator de von Willebrand (FVW) que
participam da hemostasia primaria (HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL, 2004; ZAGO;
PINTO, 2007) (Figura 8). Este quadro observado em individuos com DF indica o estado
inflamatdrio crénico que esta presente, evidenciado por elevacdo cronica da leucometria,
ativacdo anormal de granulécitos e mondcitos (SWITZER et al., 2006), aumento de proteina
C reativa (PCR) e da velocidade de hemossedimentacdo(VHS) (AZAR, 2017,
REES; GIBSON, 2011).
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Figure 8: Mecanismo de vaso-ocluséo falciforme
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O dano eritrocitario e a deformacdo (falciforme) ocorrem como resultado da polimerizacdo do
desoxiHbS e também de altas concentra¢des de HbS oxidada nao polimerizada, modulada pelos niveis
celulares de HbF, cation eritrocitario e contetdo de agua, pH, temperatura e tensdes mecanicas que
resultam em danos na membrana e eventual falha. Anemia hemolitica e vaso-oclusdo causam hipdxia
tecidual. Quando esta oclusdo é resolvida e a perfusdo é estabelecida no tecido hipdxico, os radicais
livres sdo produzidos. Esses radicais livres causam danos ao endotélio, tornando-os viscosos para
hemécias e também para leucécitos. A parede vascular, finalmente, torna-se mais vulneravel a ocluséo
Adapatado de: Habara; Steinberg, 2016.

Os principais mecanismos de inflamacdo estdo ligados & adesdo de hemaécias,
granuldcitos, mondcitos e plaquetas ao endotélio vascular que geram citocinas e alteracde s no
metabolismo de NO (ZAGO; PINTO, 2007; KUTLAR, 2005). Além disso, uma série de
mediadores inflamatdrios e reagentes de fase aguda estdo aumentados na DF, e estes estdo
listados na Tabela 3. Entre os mediadores da inflamacdo, encontra-se o fator de necrose
tumoral alfa (TNFA), que é expresso por células endoteliais e é regulado em resposta ao
estimulo inflamatério (BOWERS et al, 2013). O préprio processo de vaso-oclusdo,
independentemente da causa imediata, causa isquemia de tecido e lesdes, que certamente
incitam a inflamacgdo (HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL, 2004).
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Tabela 3: Mediadores inflamatdrios e reagentes de fase aguda elevados na doenca
falciforme

Trombina VEGF Leucotrieno B4

TNF alfa G-CSF Fatorativador de plaqueta

IFN gama GM-CSF P-selectinasolivel

IL-1 beta Endotelina-1 VCAML1 soluvel
IL-2 HETE-12 Microvesiculas
IL-4 Secrecdo de peroxinitrito Fosfolipase A2
IL-6 Soroamiloide Alfa-2 macroglobulina
IL-8 Endotoxina Homocisteina

TGF beta PG E2 Imunoglobulina
TSP PG12 Receptor IL2 soluvel
PCR Fibrinogénio FVW

PCR: proteina C reativa, CSF: fator estimulante das coldnias; HETE-12, acido 12-hidroxieicosatetraendico; IL,
interleucina; IFN, interferon; PG, prostaglandina; TNF, fator de necrose tecidual, TGFB, fator transformador de
crescimento f; TSP, trombospondina; VCAM, molécula de adesdo de célula vascular; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular; FvW, fator de von Willebrand.

Adaptado de Hebbel; Osarogiaghon; Kaul (2004).

2.3.4 Marcadores hematoldgicos e bioquimicos da Doenca Falciforme

A DF caracteriza-se por diversos fenotipos clinicos decorrentes das alteragdes
celulares como apresentado nas secbes anteriores. Na literatura alguns marcadores
hematolégicos e bioguimicos relacionados a gravidade da doenca tém sido investigados e
relatados (ADAMKIEWICZ et al., 2009; AZEVEDO et al.,, 2017; KALHAN et al., 2017;
LAND etal., 2013; SWITZER, 2006).

Os niveis de reticuldcitos representam um importante marcador hematolgico da DF,
visto que, em individuos que possuem maior gravidade da doenca seus niveis estdo
aumentados (HABARA; STEINBERG, 2016).Além disso, 0 aumento da contagem de
reticuldcitos na DF foi associado ao maior risco de desenvolvimento de DCV (BELISARIO et
al., 2016a; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011). O reticulécito é a célula antecessora ao

eritrocito no processo da eritropoese, mostrando-se um pouco maior que este Gltimo. Seu
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aumento no sangue periférico é decorrente da resposta do sistema eritropoiético a um grave

estresse, como anemia aguda ou crénica provocadas pela DF (MANKELOW et al., 2016).

Outro marcador importante da hemdlise cronica é a alta concentracdo da lactato
desidrogenase (LDH), uma enzima intracelular (LAND et al, 2013). A LDH foi
correlacionada significativamente com contagens de reticulécitos, sendo relacionada a
gravidade da doenga. A LDH correlaciona-se com moléculas de adesdo solUveis derivadas do
endotélio, consideradas marcadores de ativacdo endotelial que sdo normalmente reprimidas
por NO (GILLI etal., 2016).

A bilirrubina € um pigmento extremamente tdxico para os sistemas biologicos e
especialmente para o sistema nervoso. E um produto de degradacdo do catabolismo do
agrupamento heme da hemoglobina (CAMPISTOL et al., 2012). A maior destruicdo de
eritrocitos em pacientes com DF resulta em hiperbilirrubinemia crénica e leva a formacgéo de
calculos biliares (AZEVEDO et al., 2017; CHAAR et al., 2005).

Ja o ferro, advindo da degradacdo da hemoglobina, se liga a transferrina circulante no
plasma. Quando a taxa de saida de ferro do macr6fago excede a capacidade de
transferralizacdo, o ferro ndo transferrino é produzido, especialmente em pacientes em regime
de transfusdo (YASSIN et al., 2017). Este ferro pode causar danos oxidativos e aumentar o
risco infeccioso (L ACQUA etal., 2015;KALHAN et al., 2017).

A elevada concentracdo de ferro e ferritina séricos e a saturagdo de transferrina no
plasma podem ser marcadores bioquimicos dos distdrbios do metabolismo do ferro
(YASSIN et al., 2017). Entretanto, a ferritina sérica pode ser pouco confiavel em individuos
com DF devido a condicdo inflamatoria crénica, visto que os niveis de ferritina sérica
aumentam em estados inflamatérios de modo que os niveis podem ser variaveis em prazos

relativamente curtos, mesmo no estado clinico estacionario (ADAMKIEWICZ et al., 2009).

A elevacdo cronica da leucometria, a ativacdo anormal de granuldcitos e de monécitos
(SWITZER, 2006), o aumento da PCR e da Velocidade de Hemossedimentacao
(VHS)(AZAR, 2017; REES; GIBSON, 2011) identificam o estado inflamatorio cronico em

individuos com DF e servem como marcadores de gravidade da DF.

A Tabela 4 contempla alguns marcadores de hemdlise e de vaso-oclusdo da DF.
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Tabela 4: Marcadores de hemolise e de vaso-oclusdo na Doenca Falciforme

Marcadores de Hemolise Marcadores de Vaso-oclusao

o Maior contagem de leucécitos
Niveis elevados de LDH

Baixo nivel de Hb

Nivel mais baixo de HbF

_ ) Sobrecarga de ferro (secundaria a transfusdes)
Alta contagem de reticuldcitos _ _
- Aumento da ativacdo plaquetaria ou 0 aumento da
Bilirrubinas ) 3 ) o
liberagéo do fator von Willebrand pelo endotélio

LDH: lactato desidrogenase; Hb: hemoglobin; hbF: hemoglobia fetal.
Bender, 2017; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007; Quinn, 2016

2.3.5 Diferencas entre Hemoglobinopatia SC e Anemia Falciforme

Além do quadro clinico menos grave, a hemoglobinopatia SC possui peculiaridades

emrelacdo a AF. Algumas diferencas laboratoriais estdo apresentadas na Tabela 5.

Na hemoglobinopatia SC, os eritrécitos contém quantidades aproximadamente iguais
de HbC e HbS e niveis baixos (1-3%) de HbF (GUALANDRO et al., 2015; NAGEL et al.,
2003). Em altas concentracbes de HbC oxigenada, formam-se cristais, mas no estado
desoxigenado eles se dissolvem rapidamente (PECKER, etal., 2017). A nosogenia da doenga
HbSC é articulada pelas interacdes entre as hemoglobinas S e C, bem como a desidratacao
dos eritrécitos, devido a alteracio de funcdo do transportador de membrana
(MOZZARELLI; HOFRICHTER; EATON,1987).

Tabela 5: Valores de alguns marcadores laboratoriais observados em individuos com
Anemia Falciforme e hemoglobinopatia SC

Hemoglobina (g/dL) Reticulocitos (%) HCM (pg) HbF
HbSS 6-9 10-25 26-34 74 +6,7
HbSC 9-12 5-10 26-32 2,8+2,8

Adaptado de QUINN, 2016; ZAGO; PINTO, 2007.
HCM: hemoglobina corpuscular média; HbF: hemoglobina fetal.
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Por consequéncia a formacdo dos cristais de HbC, ha a desidratacdo eritrocitaria, que
favorece a polimerizacdo da hemoglobina S (falcizacdo intracelular), resultando em
diminuicdo da elasticidade das heméacias. Esses fendmenos levam ao aumento a viscosidade
do sangue, uma das caracteristicas marcantes da hemoglobinopatia SC (GARNIER et al,,
2017).

Os individuos HbSC apresentam taxas mais baixas de hemolise, niveis superiores de
Hb, menor contagem de leucdcitos, anemia mais leve, menos episodios de dor vaso-oclusiva
(no geral) e expectativa de vida significativamente maior quando comparada a AF
(GARNIER etal., 2017; NAGEL et al., 2003; PECKER et al., 2017).

Por outro lado, portadores da doenga SC mostram uma tendéncia peculiar a tromboses
e embolia pulmonar, especialmente na gravidez (GARNIER et al., 2017; NAGEL et al., 2003;
PECKER et al., 2017). A esplenomegalia e o risco associado ao sequestro esplénico podem
persistir apds a primeira infancia (BENDER, 2017), aléem da doenca SC estar associada a
maior prevaléncia de algumas complicacbes, como retinopatia, distdrbios otoldgicos,
osteonecrose e esplenomegalia duradoura em comparacdo com a AF. Evidéncias sugerem
maior proporcdo de pacientes SC com priapismo e crises vaso-oclusivas (em criangas)
(LIONNET etal., 2012).

Os demais sintomas da hemoglobinopatia SC sdo complicacGes esplénicas, Acindente
Vascular Cerebral (AVC), doencas hepato-biliares, complicagfes renais, pulmonares e
cardiovasculares, que apesar de mais comuns na AF ndo podem ser desconsiderados em SC
(PECKER etal., 2017; SUMMARELL; SHEEHAN, 2016).

2.4 EVENTOS CLINICOS NA DOENCA FALCIFORME

Os sintomas clinicos e sisttmicosna DF geralmente ndo sdo percebidos até a segunda
metade do primeiro ano de vida, quando os niveis de HbF ainda séo suficientes para limitar
uma falcizagdo clinicamente importante. Com o aumento da producéo da HbS, iniciam-se 0s
sinais e sintomas da doenca (FERNANDES et al., 2010; SANKARAN et al., 2010).
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As manifestacfes primarias da DF surgem de dois subfendtipos, anemia hemolitica
cronica e crise aguda vaso-oclusiva (HABARA; STEINBERG, 2016; KATO; GLADWIN;
STEINBERG 2007). Pacientes com o subfen6tipo viscosidade/vaso-oclusdo (VVO) tém um
nivel de hemoglobina relativamente alto e apresentam frequentes crises de dor vaso-oclusivas,
sindrome toracica aguda e osteonecrose. Na outra extremidade do quadro clinico estdo os
pacientes com o subfendtipo de disfuncdo hemdlise endotelial (HED). Tais pacientes tém
altos niveis de LDH e alta contagem de reticulocitos e seu quadro clinico é caracterizado por
AVC, Hipertensdo Pulmonar (HP), priapismo e Ulceras nas pernas (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; QUINN, 2016). A Tabela 6 resume as principais manifestacdes clinicas
decorrentes dos subfenétipos da DF. Na Tabela 7 estdo descritas as principais caracteristicas

laboratoriais, com relacdo aHbF e alfa-tal de acordo com os subfenotipos da DF.

Tabela 6: Principais manifestacdes clinicas de acordo com o subfenétipo da Doenca
Falciforme

Manifestacdes clinicas na Doenca falciforme

Disfuncédo endotelial hemdlise Viscosidade- vaso-ocluséo
Anemia cronica Episddios de dor vaso-oclusiva
Fadiga Dactilite
Vasculopatia progressiva Sequestro esplénico e infarto
Hipertensdo pulmonar Infeccdo
Priapismo Sindrome toracica aguda
Ulceras nas pernas AVC isquémicos
Crise aplastica Infartos cerebrais silenciosos
Nefropatia Episodios de dor aguda
Doenca pulmonar restritiva Osteonecrose
Colelitiase
Retinopatia

Cardiomiopatia

Crescimento e maturacdo sexual tardios

Bender, 2017; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007; Quinn, 2016
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Tabela 7: Subfenétipos da Doenca Falciforme e principais caracteristicas laboratoriais,
com relacdo a hemoglobina fetal e alfa-talassemia

Tipo de subfendtipo/

- Viscosidade/vaso-oclusao Disfuncgdo endotelial hemdlise
caracteristicas
. Baixo LDH Alto LDH
Laboratorial . . L
Alto hematdcrito Baixo hematocrito
HbF Exerce alta protecdo Menos protetora

Presenca € protetiva por reduzir
HCM, densidade de eritrécitos e
hemolise

Auséncia associada ao

Co-herancade Alfa-tal aumento de viscosidade

HbF: hemoglobina fetal; LDH: lactato desidrogenase; HCM: hemoglobina corpuscular média.
Habara; Steinberg, 2016

As manifestacdes clinicas mais comuns em criangas sdo as crises algicas, a Sindrome
Toracica Aguda (STA), o sequestro esplénico agudo, a anemia aplastica aguda, infecgGes e o
AVC (TARER et al., 2006). E conhecido que certas complicacdes de DF podem derivar da
vasculopatia associada a hemolise progressiva, incluindo a HP, Ulcera cutinea da perna,
priapismo e AVC (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

As complicacBes neuroldgicas mais graves da DF, consequentes do subfenétipo de
vaso-oclusdo, incluem: infarto cerebral isquémico, infartos cerebrais silenciosos, hemorragia
cerebral, anormalidades do fluxo cerebral, incluindo a doenca de Moyamoya e doenca
microvascular cerebral. Acima de 50% dos individuos com DF manifestardo algum grau de
Doenca Cerebrovascular (DCV) por volta dos 14 anos de idade (BERNAUDIN et al., 2011).

2.5 MODULADORES OU MODIFICADORES DA DOENCA FALCIFORME

Embora a DF seja uma doenca monogénica, decorrente de uma Unica mutacdo que
leva a producdo de HbS, a extensa diversidade de dados hematoldégicos e manifestacdes
clinicas é sugestiva da presenca de moduladores fenotipicos adicionais. Varios genotipos que
levam a DF, em homozigose da HbS (a anemia falciforme) e heterozigotos compostos da
variante S com as variantes tais como HbC, HbE, e HbD, ou HbS-p talassemia, explicariam,
pelo menos em parte, esta variabilidade clinica (CONNES; VERLHAC; BERN AUDIN, 2013;
HABARA; STEINBERG, 2016). Outros fatores genéticos e ambientais também parecem



42

contribuir para modular a gravidade desta anemia hemolitica e gerar a ampla diversidade
clinica e hematoldgica observada na DF que ndo poderia ser explicada somente pelos efeitos
de outras variantes de Hb (HABARA; STEINBERG, 2016; TEWARI etal., 2015).

Em relacdo aos fatores ndo genéticos que podem modificar a gravidade da DF agindo
como fatores epigenéticos (RAKYAN et al, 2011) destacam-se: mudancas climaticas,
gualidade do ar, atividade fisica (PIEL; STEINBERG; REES, 2017; TEWARI et al.,, 2015),
doencas infectocontagiosas, condicdes socioecondmicas, deficiéncias de saneamento basico,
moradia, assisténcia médica, entre outras condi¢cGes (SANKARAN et al., 2010). Zago e Pinto
(2007) dividem os fatores ambientais em trés classes principais: (a) meio ambiente, (b)
deficiéncia alimentar e qualidade nutricional inadequada (c) deficiéncia nas assisténcias

médica, social e psicoldgica.

Os efeitos aditivo e epistatico de outros genes podem modular o risco e a gravidade do
fenotipo clinico da DF (NAGEL; STEINBERG, 2001). A contribuicdo dos fatores genéticos
tem sido amplamente estudada na tentativa de explicar parte da variabilidade fenotipica
clinica e laboratorial observada nas varias formas da DF (SMITH; ORKIN, 2016). Numero
crescente de estudos gen6tipo-fendtipo como os de genes candidatos e de associa¢do ampla do
genoma (GWAS) tém sido publicados (CHATURVEDI et al., 2017; LIU et al., 2016). Os
estudos de GWAS identificaram vérios locos génicos, porém estes, em geral, explicariam
apenas parte da variacdo fenotipica da DF (FERTRIN; COSTA, 2010).

Tais estudos de GWAS apresentam limitagcdes pelo nimero de casos da DF que é rara
em muitas populacdes, auséncia de coortes com fendtipos clinicos bem definidos para estudos
de associacdo e replicacdo dos achados, quantidade insuficiente de pessoas com sinais clinicos
raros para comparar com controles e predomindncia de alguns fendtipos por faixa etaria
(infartos vaso-oclusivos predominam em criancas e Ulcera de perna se agrava com a idade)
(HABARA;STEINBERG, 2016).

Dentre os modificadores genéticos da DF mais bem estudados se destacam os niveis
de HbF e a co-heranca de alfa-tal (HABARA; STEINBERG, 2016;STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012; THEIN et al., 2009).

Geralmente os individuos que tem niveis mais altos de HbF tendem a ter um curso
clinico relativamente leve, porque esta reduz a tendéncia de polimerizacdo da HbS dentro do
eritrocito (AKINSHEYE et al, 2011; HIGG; WOOD, 2008). Além da HbF inibir a
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polimerizagdo da HbS ela também diminui a precipitacdo da HbC; portanto, serve como
poderoso agente de reducdo de falcizacdo e cristalizacdo (SANKARAN, et al, 2010;
SUMMARELL; SHEEHAN, 2016).

Existem ainda cinco haplétipos do agrupamento cromossdmico de beta-globina que
foram associados aos niveis de HbF e a gravidade clinica da DF. Eles sdo nomeados de
acordo com as regides geograficas onde eles ttm a maior frequéncia: CAR ou Bantu
(Replblica Centro-Africana), BEN ou Benin (Africa Ocidental), SEN ou Senegal (Africa
Ocidental), CAM de Camardes, (Africa Ocidental) e ARAB (Asia, india e a Peninsula de
arabe), além de haplotipos atipicos (LABIE et al., 1985; MAKANI et al., 2013).

Individuos que possuem os haplotipos SEN e ARAB apresentam niveis elevados de
HbF, podendo apresentar manifestaces clinicas mais leves. Os individuos que herdam o
haplotipo CAR apresentam niveis mais baixos de HbF, podendo apresentar manifestacfes
clinicas mais graves. E aqueles que carregam o haplotipo BEN expressam niveis
intermediarios de HbF, podendo apresentar manifestacdes clinicas intermediarias (CAMILO-
ARAUJO et al., 2014). No entanto, em geral estas associacdes sao bastante controversas entre
os estudos (SERJEANT; VICHINSKY, 2017).

O segundo principal modificador de fen6tipo clinico na DF é a expressdo dos genes de
alfa-globina (HBA1/HBA2) (LIU et al, 2016). Juntamente com a DF a coexisténcia de
mutagOes delecionais nos genes de alfa-globina, que levam a a-tal, uma anemia hipocrémica
microcitica, estdo presentes em um ter¢o nos pacientes de origem africana (RUMANEY et al.,
2014; STEINBERG; EMBURY, 1986), bem como na populacdo brasileira (ALELUIA et al.,
2017a; BELISARIO et al., 2010a; DOMINGOS et al., 2014; LEMOS 2010). A delecéo de 3.7
Kb (alelo —a*"%") leva a um gene hibrido entre HBA1 e HBA2 é a mais frequente entre 0s
individuos com ancestralidade africana. As formas de a-tal comumente encontradas entre 0s
individuos com AF sdo as que envolvem uma delegdo com a presenca de um Unico gene HBA
hibrido num dos cromossomos, o—/ao. também denominado heterozigoto o'-tal, a-tal
silenciosa, ou talassemia 2 e aquelas em que o individuo tem o gendtipo o—/o—, conhecido
como o'-tal homozigotica ou traco talassémico pela heranca das delecbes de ambos os
genitores (SERJEANT; VICHINSKY, 2017).

A alfa-tal reduz a HbS dentro das heméacias o que leva a reducdo da polimerizacao
(EMBURY et al.,, 1982; SCHECHTER, 2008) levando a reducdo da hemolise (CEULAER et



al., 1983) o que resulta em aumento do nivel de Hb (EMBURY et al, 1982). H4 um consenso
que a-tal altera os pardmetros hematologicos por aumentar ocontetido de hemoglobina total e
de hemdcias, diminuir reticulocitos, VCM, HCM, concentragcdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e diminuir a contagem de células falciformes apresentando, porém, pouca
influéncia sobre os niveis de HbF (BELISARIO; VIANA, 2011; HIGGS et al., 1982;
SERJEANT; HAYES; SERJEANT, 1983). A grandeza destas mudancas esta relacionada ao
numero de genes de alfa-globina deletados (STEINBERG; EMBURY, 1986).

A alfa-tal tem efeitos paradoxais sobre as manifestacdes clinicas da DF (NAGEL;
STEINBERG, 2001) uma vez que em homozigotos a-tal ha um aumento do nivel de Hb e
maior viscosidade que pode comprometer o fluxo sanguineo nos grandes vasos. Portanto, o
mecanismo de o-tal deve ser distinguido entre a deficiéncia do fluxo capilar daquela em vasos
maiores (SERJEANT; VICHINSKY, 2017).

Ha evidéncias de que a co-heranga da o-tal atenue alguns dos sintomas da DF
relacionados a disfuncdo hemolitica-endotelial tais como Ulcera de perna, priapismo e
vasculopatia cerebral (JOLY et al., 2016; PECKER, et al., 2017; TAYLOR et al., 2008). Por
outro lado, estudos tém mostrado que a presenga de a-tal € um fator agravante para as
complicagbes do subfendtipo de vaso-oclusdo tais como crises de dor (GILL et al., 1995;
BAILEY et al., 1991; DARBARI et al., 2012), sindrome toracica aguda (PANDEY et al.,
2011) e osteonecrose (BALLAS et al., 1989).

A presenca de alfa-tal mostrou ser protetora de DCV e AVC em pacientes com DF
(ADAMS et al., 1994; BELISARIO et al., 2010b; BELISARIO et al., 2014; FABRY et al.,
1984; FLANAGAN et al.,, 2011; JOLY et al., 2016; KUTLAR, 2005) embora outros estudos
mostraram ndo haver influéncia (BALKARAN et al., 1992; GILL et al.,, 1995). Belisério et
al., (2010b) encontraram um indice 3,9 vezes maior de chance de um individuo que ndo
apresenta delecdo do gene HBA desenvolver DCV. Consistente com esse resultado, 0 mesmo
autor e colaboradores em 2014 publicaram estudo com criangas com AF e confirmaram que
os individuos sem a delecdo de HBA tiveram um risco aumentado em trés vezes de
desenvolver DCV e ainda, risco sete vezes maior de desenvolver AVC (BELISARIO et al.,
2014).

Os genes que modulam os niveis de HbF, a coexisténcia de alfa-tal e os haplotipos do

gene HBB séo insuficientes para explicar a heterogeneidade clinica e laboratorial observadas
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na DF (STEINBERG; SEBASTIANI, 2012). Portanto, genes modificadoresque alteram a
resposta inflamatdria, a adesdo celular, a coagulacdo e a vasorregulacdo podem
significativamente afetar a fisiopatologia da doenca. Fatores genéticos independentes que
afetam o metabolismo do NO, o transporte de ferro, também poderiam influenciar a expressao
do fenotipo da doenca. Além disso, danos em drgdos especificos tais como AVC, doenca
renal, HP, complicacdes cardiovasculares e a sensibilidade a dor sdo influenciados por
modificadores genéticos (DRISCOLL et al, 2003; SERJEANT; VICHINSKY, 2017,
STEINBERG, 2009).

2.6 DISLIPIDEMIAS

2.6.1 Lipoproteinas e dislipidemias

Os lipidios desempenham fungbes essenciais como constituintes de membrana,
armazenamento energético, formagcdo de horménios, A&cidos biliares, dentre outras
(KHURANA; SILVERSTEIN, 2015). Ainda, podem se associar a proteinas, formando as
lipoproteinas. Estas sdo as principais transportadoras de colesterol nos compartimentos
intravasculares e extravasculares e sdo formadas por proteinas soliveis (apolipoproteinas) e
lipidios (LUND-KATZ; PHILLIPS, 2010).

As lipoproteinas sdo classificadas em: (1) ricas em Triglicerideos (TG), maiores e
menos densas, representadas pelos quilomicrons, e pelas Lipoproteinas de Densidade Muito
Baixa (VLDL, sigla do inglés very low density lipoprotein), de origem hepatica; e (2) ricas em
colesterol, incluindo as Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL, sigla do inglés low density
lipoprotein) e as de Alta Densidade (HDL, do inglés high density lipoprotein) (FALUDI et
al., 2017).

Quando ha alteracdo no metabolismo e no perfil de lipidios, utiliza-se o termo
dislipidemia. Esta alteracdo no metabolismo pode ser priméria ou secundaria. As
dislipidemias priméarias sdo de origem genética e as secundarias decorrem de outras doengas,

como hipotireoidismo, obesidade ou insuficiéncia renal cronica, por exemplo. Também o
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consumo excessivo de alcool, o uso de certos medicamentos tais, como bloqueadores beta-
adrenérgicos, contraceptivos orais, corticosteroides, inibidores de proteases para tratamento
da infeccdo por HIV etc. podem causar alteragdes no perfil lipidico (VODNALA;
RUBENFIRE; BROOK, 2012).

Na populacdo em geral, a variacdo genética é responsavel por 43 a 83% da
variabilidade nos niveis de lipidios no plasma (CHANG et al, 2010). Os estudos
populacionais de associacdo genética identificaram mais de uma centena de genes que
poderiam ter impacto direto nos niveis lipidicos (ASSELBERGS et al., 2012). Dentre estes

genes estdo os que causam dislipidemias monogénicas (GARCIA; STEIN, 2016).

A dislipidemia, mais especificamente o aumento no soro dos niveis de LDL e baixo
nivel HDL, é considerada e reconhecida hd muito tempo como um fator de risco principal e
primério da doenca cardiovascular aterosclerdtica (DCA) coronariana e periférica (HELKIN,
et al, 2016; JELLINGER et al, 2017). Estudos epidemiol6gicos sugerem que a
hipercolesterolemia e, provavelmente, a propria aterosclerose coronariana sejam fatores de
risco para acidente vascular isquémico (NICHOLLS; LUNDMAN, 2004).

As LDLs produzidas no figado séo particulas globulares contendo um ndcleo
hidrofobico, constituido principalmente por ésteres de colesterol e triglicerideos (Tabela 8)
(HELKIN et al.,, 2016; PRASSL, 2011). Apesar de serem a principal causa de doenca
cardiovascular, as LDLs tém suma importancia no transporte de colesterdis e fosfolipidios
biologicamente ativos dentro do corpo, pois sdo as principais transportadoras endogenas
destes componentes (GOUNI-BERTHOLD et al., 2004). As LDLs fornecem também
suprimento de colesterol necessario para a manutencdo de membranas celulares, crescimento
celular e sintese de hormdnios esteroides (GOUNI-BERTHOLD et al., 2004).
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Tabela 8: Conteudo de proteinas e fosfolipidios das particulas carreadoras de lipidios

Classes das Lipoproteinas

LDL VLDL HDL
apoB-100 apoB-100 apoA-1
apoC-I apoC-I apoA-2
apoC-II apoC-II Paraoxanase
apoC-IlI ApoE Haptoglobina
ApoE Fosfolipidios Lecitina colesterdis aciltransferase
Fosfolipidios Colesterol Fosfolipidios

Colesterdis ndo-esterificados  Esteres de Colesterol  Produtos da quebra de colesterol

Trigliceridios Trigliceridios Produtos de quebra de trigliceridios

Apo: apolipoproteina; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade;
HDL.: lipoproteina de alta densidade.
Adaptado de Helkin, 2016

Ha duas vias no catabolismo das LDLs: uma via dependente do receptor no figado e
outra via independente do receptor em tecidos ndo-hepaticos. Na via convencional do receptor
de LDL (LDLR), particulas de LDL interagem com os hepatécitos através da ligacdo de alta
afinidade da proteina de superficie da apolipoproteina B-100 (GOFMAN et al., 2007). A
internalizacdo de LDLs se da por endocitose mediada pelo receptor seguida da degradacéo
lisossomal de ésteres de colesterol e apolipoproteinas (BROWN; GOLDSTEIN, 1986;
HELKIN et al., 2016). A absorcdo atraves da via independente do receptor é determinada por
concentracdo sérica de LDL oxidada (LDL-0x) (STEINBRECHER, 1987). A modificacdo do
LDL em LDL-ox estd vinculada ao desenvolvimento da aterosclerose (WITZTUM;
STEINBERG, 2001).

Ja a HDL é a menor lipoproteina que regula os niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos em uma rede complexa de interacbes com varios tipos de células e receptores
em todo o corpo. Assim como a LDL e a VLDL, a HDL é composta de muitas proteinas
contidas em uma monocamada de fosfolipidio, com um nicleo de lipidios formados por
produtos de degradagdo de colesterol e triglicerideos (Tabela 8) (O’CONNELL; GENEST,
2001). O principal componente proteico, a apolipoproteina Al (apoAl) € produzido por
enterocitos e hepatocitos (O’CONNELL; GENEST, 2001). Enterécitos ¢ hepato Citos séo

responsaveis pelo processo de adicdo de colesterol livre as particulas emergentes de HDL



48

(lipidag&o) para criar uma particula circulante de HDL via adenosina trifosfato (ATP) Cassete
de ligacdo Al (ABCAL) (YU etal., 2013).

Também foi demonstrado que macréfagos sdo capazes de transferir o colesterol para
HDL pelo mesmo mecanismo. Esta fungdo da ABCAL poderia explicar os efeitos inibitorios
da HDL sobre as lesOes aterosclerdticas ja estabelecidas (HELKIN et al., 2016). Assim sendo,
a HDL é um lipidio de protecdo, conhecida pelas suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias nas células endoteliais, nos macréfagos, nas ceélulas musculares lisas vasculares
e anti-agregacdo plaquetéria, atenuando globalmente a progressdo da aterosclerose (HELKIN
etal., 2016; NOFER et al., 2002).

A aterogenicidade dos niveis de HDL baixos pode depender de fatores genéticos e
ambientais (GUALANDRI et al., 1985). Um dos fatores genéticos que podem influenciar é o
nivel de apoAl, na medida em que um nivel normal em um individuo com baixo HDL pode
ser uma indicacdo de menor risco, pois sugere a presenca de um numero adequado de
particulas de HDL que contém menos colesterol (SIRTORI et al., 2001). Baixo HDL esta
associado a hipertrigliceridemia, diabetes mellitus tipo 2, excesso de peso ou obesidade,
inatividade fisica, tabagismo, consumo muito elevado de carboidratos, uso de certas drogas
(bloqueadores beta-adrenérgicos, esteroides anabolizantes, agentes progestacionais) e fatores
genéticos (EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001). As proporcdes dos indices colesterol
total/HDL (CT/HDL se > 2,8 o risco aumenta oito vezes) e LDL/HDL (se > 1,7 o risco de
evento cardiovascular aumenta oito vezes) foram altamente preditivas de risco para doencas
cardiovasculares (BARTER et al., 2007). Por outro lado, uma relacdo TG/HDL de 2,4 ou
superior, foi preditiva de doenca coronaria (LUZ et al., 2008), de resisténcia a insulina
(MCLAUGHLIN et al., 2003; REAVEN 2002) e de disfuncdo endotelial (ZORCA et al.,
2010). Porem, baixos niveis de HDL sdo preditores de risco significativo de doenca
cardiovascular, incluindo individuos com niveis mais baixos de LDL (<70 mg/dL) (BARTER
et al, 2007).

Uma concentracdo de HDL superior a 60 mg/ dL é um fator de risco negativo
independente para DCA em ambos 0s sexos, neste caso,um fator de risco pode ser subtraido
do perfil de risco geral de um individuo (EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001;
WILSON et al., 1998). Estes resultados aplicam-se a popula¢do em geral, embora uma alta

concentracdo de HDL pode ndo conferir cardioprotecdo (GOTTO-JR, 1999).
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Muitos individuos tém concentragdes normais de LDL, mas elevado TG e baixo HDL
(XYDAKIS; BALLANTYNE, 2003). Além disso, em individuos com niveis de TG de 200
mg/dL ou maior, a VLDL também ¢é elevada e o risco para DCA ndo pode ser avaliado
adequadamente usando somente LDL (EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001). Devido a
estes fatos, hd uma maior conscientizacdo sobre os potenciais beneficios da triagem da fragéo
de ndo-HDL. A ndo-HDL é a somade VLDL e LDL, mas geralmente é calculada do seguinte

modo:

Nao— HDL = colesterol total — HDL

Para a maioria dos individuos, o nivel ideal de ndo-HDL ¢ superior a 30 mg/dL do
valor de LDL considerado ideal. Desta forma, no risco muito alto, a meta do ndo-HDL deve
ser < 80 mg/dL; no alto risco, < 100 mg/dL; no risco intermediario, < 130 mg/dL; e no baixo
risco, < 160 mg/dL (CATAPANO etal,, 2011; XAVIER et al., 2013).

A concentracdo de ndo-HDL é altamente correlacionada, mas ndo concordante com
apolipoproteina B (apoB) total e pode ser utilizada para estimar o nivel de VLDL, LDL,
lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina (a) (BARTER et al., 2006;
XYDAKIS; BALLANTYNE, 2003).

As VLDL sdo uma das principais lipoproteinas sintetizadas pelo figado e sdo, em
grande parte, responsaveis pelo transporte de TG endogenos (GIBBONS; WIGGINS, 1995).
Os TGs séo, entdo, transferidos de particulas HDL em troca de ésteres de colesterol. Como a
LDL, a VLDL é composta de apolipoproteinas, uma variedade de fosfolipidios, colesterol e
TGs (Tabela 8). Quando VLDLs circulantes entram em contato com o musculo cardiaco, o
musculo esquelético ou tecido adiposo, a lipoproteina lipase remove os TGs do nucleo
hidrofébico para uso na producdo ou armazenamento de energia (STEFANUTTI;
LABBADIA; ATHYROS, 2014). A medida que os TGs sdo removidos, aumenta a densidade
da particula e ela transita para uma IDL. Essas particulas sdo removidas da circulagdo pela
endocitose no figado ou se tornam LDL ap6s a remocdo adicional de TGs (HELKINet al.,
2016). Semelhante a LDL, a VLDL afeta células endoteliais, células musculares lisas
vasculares, macrofagos e fibroblastos, promovendo inflamacdo e progressdo da doenca
aterosclerotica (TING et al.,2007; ZHAO; MA; SHEN, 2008).

TGs séricos elevados causam prejuizo na fungdo da célula endotelial e promovem uma

resposta inflamatoria que aumenta a migracdo e adesdo de mondcitos, contribuindo para a
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formacdo de placa aterosclerética. Estudos in vitro de células endoteliais incubadas com
lipoproteinas ricas em TGs de pacientes com hipertrigliceridemia mostraram expressdo
aumentada de moléculas de adesdo (NORATA et al., 2006).

Os niveis de TGs sdo um componente importante da avaliagdo de risco de DCA em
homens e mulheres (EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001). Existem muitas evidéncias
clinicas do significado clinico dos niveis elevados de TG que o apontam como um fator de
risco independente (ASSMANN; CULLEN; SCHULTE, 1998; AZNAOURIDIS et al, 2007;
EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001; ONAT et al, 2006; SARWAR et al, 2007).
Embora a hipertrigliceridemia possa ser um transtorno genético independente, pode identificar
individuos em risco de sindrome de resisténcia a insulina (EINHORN et al., 2003; GRUNDY,
1998), e niveis de TG de 200 mg/dL ou superiores podem indicar um aumento substancial no
risco de DCA (EXPERT PANEL ON DETECTION, 2001). A hipertrigliceridemia também

esta geralmente associada a um estado procoagulante e a hipertensdo (RAPP et al., 1994).

O Guia para manejo de dislipidemia e prevencdo de DCV (JELLINGER et al., 2017)
recomenda que sejam precocemente realizados o diagndstico e 0 manejo da dislipidemia para
diminuir os niveis de LDL na crianca e no adolescente para evitar o aumento do risco de DCV
na idade adulta. Existe também um consenso de que a triagem da dislipidemia (com as
medidas de colesterol plasmatico total - CT, niveis de HDL, LDL e TG) em criancas e jovens
seja realizada quando ha outros fatores de risco para doenga cardiovascular aterosclerdtica tais
como: obesidade, resisténcia a insulina, diabetes, hipertensdo, tabagismo, doencas
inflamatdrias cronicas, HIV, sindrome nefrética, historia familiar de DCA ou de dislipidemia
(SMITH et al., 2006). As recomendacdes dos niveis de lipidios para criangas e adolescentes
estdo sumarizadas na Tabela 9 elaborada a partir do “Guia para salde e reducdo de risco em
criangas e adolescentes” (DANIELS et al, 2012).
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Tabela 9: Niveis de lipidios em criancgas e adolescentes

Valores (mg/dL) em jejume risco para doenca

Lipidios cardiovascular

Ideal Limitrofe * Alto**

CT <170 170-199 >200

LDL <110 110-129 >130

Né&o-HDL <120 120-144 >145

HDL >45 40-45 <40
Trigliceridios idade 0-9 anos <75 75-99 >100
Trigliceridios idade 10-19 anos <90 90-129 >130

CT: colesterol total; LDL: lipoproteina de baixa densidade; N&o-HDL: ndo lipoproteina de alta densidade; HDL:
lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerid ios.

*Valores Limitrofes:representampercentil 75, exceto para HDL que representa percentil 25; **Valores anormais
representam o percentil 95, exceto para HDL que representa percentil 10.

Adaptado deDanielset al, 2012.

2.6.2 Dislipide mias e Doenca Falciforme

Dislipidemia, caracterizada por hipocolesterolemia com diminuicdo do CT, da LDL e
da HDL, foi documentada em muitas populacbes de criangas e adultos com a DF com
diferentes genotipos, inclusive na populacdo brasileira (ALELUIA et al.,, 2017b; EL-HAZMI;
JABBAR; WARSY, 1987; EL-HAZMI et al., 1995; EPHRAIM et al., 2016; MARZOUKI;
KHOJA, 2003; RAHIMI et al., 2006; SASAKI et al., 1983; SEIXAS et al., 2009; SEIXAS et
al., 2010; SHORES, 2003; STONE et al., 1990; TEIXEIRA et al., 2017; VANDERJAGT et
al.,, 2002; ZORCA etal.,, 2010).

Em adicdo a hipocolesterolemia, hd também alguns relatos de hipertriglicidemia em
pacientes com DF (BUCHOWSKI et al.,2007; KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007,
MORRIS et al., 2005; OZTAS; UNAL; OZGUNES, 2009; SEIXAS et al., 2010; ZORCA et
al., 2010). Também niveis elevados de VLDL encontrados em individuos com DF foram
associados com aumento da pressdo arterial sistolica (EPHRAIM et al., 2016). Além disso,
hipertrigliceridemia foi associada com hemolise, disfuncdo vascular e prevaléncia maior de
HP (ZORCA et al., 2010).
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O desequilibrio dos niveis de lipidios na DF € associado ao perfil hemolitico, a
disfuncdo endotelial e ao subfenétipo de vaso-oclusdo. Baixos niveis de HDL foram
associados a gravidade da anemia falciforme e a dois marcadores de hemodlise (lactato
desidrogenase e arginase) (ZORCA et al., 2010). Emokpae e Kuliya-Gwarzo (2014) avaliando
pacientes com DF que apresentaram niveis baixos de HDL também observaram que estes
tinham anemia mais grave, contagem de leucécitos e de plaquetas mais elevados e crises
vaso-oclusivas quando comparados aos individuos com niveis normais de HDL. Seixas et al.
(2010) propuseram que um subfendtipo adicional, denominado dislipidémico, que foi
observado em criancas com DF caracterizado por baixos niveis de HDL com
hipertrigliceridemia e VLDL associado a outros biomarcadores de inflamagdo, o subfenotipo

dislipidémico seriam indicadores de pior progndstico mais confiaveis para a doenca.

Nos estudos realizados por Yesim et al. (2011) e Aleluia et al. (2017b), em pessoas

com AF, foi encontrada potencial associacao entre estresse oxidativo e baixos niveis de HDL.

Disturbios cardiovasculares na DF incluem complicacfes envolvendo falhas cardiacas,
infarto isquémico, HP e insuficiéncia renal. Como ja descrito, baixos niveis de HDL e
aumento de TG é reconhecido como importante fator de risco para aterosclerose (GEARD et
al., 2016). No entanto, é também conhecido que pacientes com DF apresentam taxas muito
baixas de formacdo de ateroma (MANSI; ROSNER, 2002; YUDITSKAYA et al., 2009;
ZORCA et al., 2010). Porém, complicacbes vasculopaticas, como infarto e HP, sdo
observadas na DF. Como destacaram Kato e Gladwin (2008), HP e aterosclerose, uma
vasculopatia proliferativa, compartilham varias caracteristicas fisiopatologicas, incluindo
proliferacdo do musculo liso vascular, diminuicdo da biodisponibilidade de NO, estresse
oxidativo, ativacdo e disfuncdo endotelial, aumento dos niveis de inibidores de NOS

endogeno, ativacdo plagquetaria, trombose in situ e insuficiéncia renal acelerada.

Em autopsias que analisaram causa de obito foi encontrada associagdo significativa
entre HP e tromboembolismo, este Gltimo respondendo por 14.9% das circunstancias de morte
(DARBARI et al, 2006). Em outro estudo envolvendo 21 casos de autdpsia, 0
tromboembolismo pulmonar foi observado em 38% dos &bitos (JASON et al., 2007).
Yuditskaya et al. (2009) mostraram que baixos niveis de ApoAl, principal componente do
HDL, envolvido na atividade vasculoprotetora e antioxidante, estd associada a HP em
pacientes com DF. Os autores sugerem que a fisiopatologia da vasculopatia falciforme tem

uma distribuicdo anatdmica diferente, sem deposicao de colesterol e se sobrepde parcialmente



53

com a aterosclerose. Niveis baixos de ApoAl foram também indicados como marcador de
crises de dor aguda na DF (TUMBLIN et al., 2010).

Infarto Isquémico é uma das complicacbes mais graves da DF e tem sido associado a
HP (KATO et al., 2006b). A histopatologia do infarto isquémico tem caracteristicas muito
semelhantes a HP uma vez que envolve uma vasculopatia cerebral, caracterizada por
hiperplasia da intima e mediana, endotélio ativado e irregular e trombose in situ
(ROTHMAN; FULLING; NELSON, 1986). Em estudo realizado por Ataga et al. (2015) nédo
foi encontrada associacdo significativa com niveis de lipidios e historia de infarto em

individuos com DF.

Embora seja identificada uma alteracdo geral nas lipoproteinas em pacientes com DF,
a etiologia e todas as implicagcdes fisiopatoldgicas deste quadro dislipidémico sdo pouco
esclarecidas. E conhecido que na AF h4 um estresse eritropoiético devido a ineficiéncia da
eritropoiese em compensar a demanda de eritrocitos pelo organismo. Assim, foi proposto que
o0 colesterol seja consumido devido a intensa atividade eritropoiética (SASAKI et al., 1983;
SHALEV et al., 2007). Além disto, foi mostrado que, como as hemacias ndo sintetizam
colesterol, elas o captam do plasma pela troca continua com lipoproteinas plasmaticas
(NGOGANG et al., 1989).

Vérios trabalhos tém descrito o aumento do teor de colesterol nas hemécias associado
coma diminuicdo do plasma ou colesterol sérico na DF (RAHIMI et al., 2006; SASAKI et al.,
1983; SHORES et al., 2003; VANDERJAGT et al.,, 2002; WESTERMAN et al., 1979). Sabe-
se que a hipocolesterolemia é uma caracteristica coincidente entre anemias hemoliticas e ndo
hemoliticas. Porém, € ainda controverso se a hemdlise e a eritropoiese aumentadas seriam as
Unicas causas do desequilibrio de lipidios observado na maioria dos estudos envolvendo a DF
(ATAGA etal, 2015).

Ha estudos que observam altos niveis de HDL, mas baixos niveis de TG em
individuos com DF (RAHIMI et al., 2006) ou que ndo encontraram diferencas significativas
nos niveis de HDL entre os pacientes com DF e o grupo controle (ATAGA et al., 2015). Isto
mostra que assim como ocorre em outras caracteristicas e desordens, 0 metabolismo e o perfil
lipidico na DF em diferentes populacfes e grupos étnicos podem variar por estarem
relacionados a variacBes genéticas e/ou outras enfermidades além da prépria anemia

hemolitica.



Assim, a dislipidemia frequentemente observada na doenca falciforme além de
decorrente dos efeitos fisiopatologicos (hemdlise e estresse oxidativo) inerentes a heranca do
alelo HbS, poderia também decorrer da co-heranca de outros genes com efeito epistatico ou
pleiotrépico, cujas variantes raras ou comuns modulam o metabolismo e perfil de lipidios.
Embora a maioria dos relatos confirme que a hipocolesterolemia e a hipertrigliceridemia séo
caracteristicas prevalentes nos pacientes com DF em diferentes populac@es e etnias, é pouco
explorada a associacdo de variantes geneticas relacionadas ao metabolismo e perfil de lipidios

com DF, com limitados estudos disponiveis (RAHIMI et al., 2011).

Estudos de GWAS envolvendo grandes populagdes identificaram variantes genéticas
raras e comuns significativamente associadas ao metabolismo e perfil lipidico (Figura 9)
(KATHIRESAN et al, 2007; KEENAN; RADER, 2013; LIGTHART et al, 2016;
TESLOVICH et al, 2010; WILLER et al.,, 2013). A reprodutibilidade dos estudos destas
variantes genéticas de relevancia clinica, que contribuem para a varia¢do interindividual do
fendtipo, em outras populacfes com diferentes ancestralidades ou em subgrupos de individuos
coma mesma doenca e estudos de meta-analises € fortemente indicada para se confirmar ou
refutar a associagédo (GOLDSTEIN, 2009; HARDY; SINGLETON, 2009).

Figure 9: Genes identificados por estudo amplo do genoma (GWAS) com significativa
associacdo aos niveis de Lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta
densidade (HDL) e triglicerideos (p <5 % 10-8)
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2.7 VARIANTES GENETICAS RELACIONADAS AO METABOLISMO DE
LIPIDIOS E DOENCA FALCIFORME

As dislipidemias decorrem de fatores de risco multifatoriais, ambientais e
influenciados por outras enfermidades, mas, principalmente, por fatores genéticos de
suscetibilidade (HEGELE, 2009; RAMASAMY, 2016). Isto porque o metabolismo de
lipidios decorre da acdo de produtos génicos tais como as apolipoproteinas, as enzimas e 0s
receptores envolvidos no transporte plasmatico, trafico intracelular, sintese e catabolismo e
internalizagdo celular das lipoproteinas (RAMASAMY, 2014; TIWARI; SIDDIQI, 2012).
Além disto, dislipidemias hereditarias monogénicas ou sindromes poligénicas sdo descritas
em muitas familias (RAMASAMY, 2016), como exemplo, a hipercolesterolemia familiar
(OMIM 143890) que decorre da mutagdo em um Unico gene (HEGELE, 2009).

As pesquisas destinadas a encontrar variantes genéticas que contribuem para o
metabolismo de lipidios iniciaram ha pelo menos 30 anos (BRESLOW, 2000; LUSIS, 1988) e
se baseiam no uso de analise de ligacéo classica, modelos animais e, desde 2008, nos estudos
de GWAS. Tais estudos tém identificado variantes raras e comuns em varios locos génicos
que significativamente explicam parte da variagdo dos niveis dos lipidios plasmaticos e
distribuicdo das lipoproteinas na mediana das populagbes estudadas (COHEN, et al., 2004;
KATHIRESAN, et al., 2007; KEENAN; RADER, 2013; LIGTHAR, et al., 2016; SAXENA,
et al, 2007; TESLOVICH, et al., 2010; WILLER, et al., 2013). Embora a utilizacdo clinica
destas descobertas ainda seja incerta, as consequéncias bioldgicas nos mecanismos de risco de
doencas e estratégias para potencial terapéutico foram identificadas em alguns estudos
(HEWING; LANDMESSER, 2015; KEENAN; RADER, 2013; KRAUSS, 2008).

Rahimi et al (2011) estudando individuos com DF do sudeste do Ird analisaram
variantes do gene APOE. A presenca dos alelos €2 e €3 do gene APOE foi associada com
menores niveis de LDL e CT nos pacientes com DF. Além da identificagdo de SNPs como
marcadores que auxiliem na identificacdo de pacientes em risco, o entendimento da rede
genética que modula os fenotipos clinicos da DF poderia contribuir com o esclarecimento
fisiopatoldgico, com estratégias preventivas e mesmo com novos alvos terapéuticos para 0s
fendtipos destas anemias hemoliticas (GEARD, 2016).
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Diante dos reduzidos relatos na literatura especializada de pesquisa envolvendo as
variantes genéticas relacionadas a dislipidemias na DF, nos propusemos o estudo de algumas
variantes de menor frequéncia (alelo de menor frequéncia ¢ > 1%) conhecidas por estarem
significativamente associadas (P> 1 x 10°) com o metabolismo lipidico e a resposta

inflamatdria em andlises GWAS.

Os genes selecionados para o presente estudo foram: ANGPTL4, APOA5 e ZNF259.
As informacdes gerais dos SNPs destes genes estdo dispostas na Tabela 10 e serdo destacados

na proxima secao.

Tabela 10: Informagbes dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em genes
selecionados para estudo de associagdo com niveis de lipidios

N o Frequéncia
Localizacao Variaveis
- n Global do
Gene/loco Is e variagao cromossdmica do de alelo de menor
SNP associacao frequéncia *
ANGPTL4 rs116843064 _ Niveis de
19p13.3 c.118G>A, p.Glud0Lis Chr 19:8429 323 TGe HDL A0,01-003
rs662799
9.4430C>T;c.-1131C>T;
ouc.1891T>C ou oo
1A1P 2@53 C.1259T>C,3'(ha  Chrl1:116792991 T'\c';'vﬂgiee C(6)0.16
ges. sequéncia Reversa do ~ ’
nao-HDL
gene) ou
A>G (FWD)
5;0.116792991G>A
ZNF259 rs964184 , Niveisde
110233 c*724C>GUTR3"  CML116778201 " og G022

*Thermo Fisher, 2017; OMIM, 2017; Hapmap, 2017.

2.7.1 Gene ANGPTL 4

O gene ANGPTL4 localizado no loco 19p13.3 (MIM605910) (Figura 10) ¢é
considerado um loco de caracteristica quantitativa (QTL do inglés Quantitative Trait Loci)
envolvido no controle dos niveis de TGs plasméaticos. Ao menos cinco variantes com
significado clinico foram descritas neste loco (OMIM, 2017). O gene ANGPTL4 que contém
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sete exons, codifica uma proteina glicosilada circulante de 406 aminoacidos, a Angpti4
(angiopoietin-like 4) também conhecida como fator adiposo induzido por jejum, secretada
principalmente pelo figado e pelos tecidos adiposos branco e marrom, (DIJK et al,
2015;KERSTEN etal., 2000; ZHU et al., 2012) e estruturalmente pertencentes a superfamilia
de fatores moduladores de angiogénese conhecidos como angiopoietinas (LA PAGLIA et al.,
2017).

No plasma a Angptl4 é encontrada na forma nativa ou em fragmentos gerados pela
protedlise de proproteinas convertases (ABU-FARHA et al., 2016). A proteina Angpti4
contétm dois dominios, um C-terminal de 45-65 kDa (CANGPTL4) semelhante ao
fibrinogénio com funcdo provavel de modular a tumorigénese (LA PAGLIA, et al., 2017;
TAN et al.,, 2012) e também de induzir a lipdlise (MCQUEEN et al., 2017); e outro dominio
N-terminal denominado “coiled-coil domain” ou super enrolado (nANGPTLA4) que atua
como inibidor da atividade de lipoproteina lipase (LPL), portanto, inibindo a lipdlise de TG
plasmatico (DIJK; KERSTEN, 2014; MATTIJSSEN; KERSTEN, 2012).

Figure 10: Esque ma do cromossomo 19 e a localizagdo do gene ANGPTL4

ANGPTL4 Gene na localizaco genémica: bandas de acordo com Ensembel, localizacdo de acordo com Geneloc
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Disponivel em: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ANGPT L4& keywords=  rs116843064
acessado em 07/01/2018.

O mecanismo molecular que explica a inibicdo da hidrolise de TG mediada por
Angptl4 baseia-se na observacdo de que a maior parte dos mondmeros de LPL estarem
ligados aos oligbmeros de NANGPTL4 (necessarios para inibir LPL — GE et al., 2004) em
relacdo aos dimeros de LPL. Desta forma, este desequilibrio faz comque a LPL seja inibida e
isso causa a alteracdo da liberacdo de TG do plasma e diminuicdo da absorcdo de acidos
graxos nos tecidos periféricos (LICHTENSTEIN et al., 2007). A intervencdo da Angptl4 na
LPL causa também a reducédo da afinidade de LPL pela proteina GPIHBP1, um transportador
de célula endotelial (CHI et al., 2015). Alguns estimulos aumentam a expressdo de Angpti4
como o0 jejum (LICHTENSTEIN et al, 2007), glicocorticoides, &cidos graxos ndo
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esterificados e hipoxia relativa (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2011; KOLIWAD et al.,
2009) e hormdnio da tireoide (CATOIRE etal., 2014; YUAN et al., 2012).

Além da funcdo na homeostase lipidica que envolve ambos os dominios CANGPTL4 e
NANGPTL4 (GRAY et al.,, 2012), outros papéis tém sido atribuidos a Angptl4. O dominio
NANGPTL4 tem papel na modulagcdo da angiogénese (OIKE; YASUNAGA; SUDA, 2004);
Angptl4 também inibe a adesdo e migracdo de células endoteliais vasculares (CAZES et al.,
2006). Angptl4 estaria envolvida na modulacdo da permeabilidade vascular, na inflamacéo
(GUO et al.,, 2014), na diferenciacdo celular, na homeostase de glicose, na facilitacdo de
cicatrizacdo de feridas, na regulacdo do nivel de ROS (ZHU et al., 2012).

A importancia de Angptl4 na angiogénese foi mostrada pelos niveis significativamente
mais elevados desta proteina na retinopatia proliferativa diabética e tem sido alvo terapéutico
para esta alteracdo (BABAPOOR-FARROKHRAN et al., 2015). De forma similar, niveis seis
vezes mais elevados de Angptl4 foram observados em autopsias de olhos de individuos com
retinopatia proliferativa falciforme, decorrente do subfendtipo vasooclusivo observado na DF

e que leva a angiogénese patoldgica com neovascularizacéo da retina (JEE et al., 2017).

O papel da Angptld na homeostase lipidica também é demonstrado por sua
concentracdo apresentar correlagdo positiva com TG em pacientes com sindrome metabdlica
(STEJSKAL et al., 2008). Estudo de coorte descreveu uma correlacdo negativa significativa
entre HDL e Angptlh (SMART-HALAJKO et al, 2010). O fendtipo hipolipidémico
observado em alguns estudos genéticos humanos suporta o papel fundamental para Angpti4
na manutencdo dos niveis plasmaticos de TG (ROMEO et al., 2007; ROMEO et al., 2009a).

Variacdes genéticas de ANGPTL4 associadas a disturbios do metabolismo lipidico
foram identificadas em estudos GWAS (ROMEO et al,, 2007; TESLOVICH et al., 2010;
VAN LEEUWEN et al., 2016). Especificamente, a variante rara de sentido trocado do SNP
rs116843064, ¢.118G>A, p.Glu40Lis (E40K) dentro do dominio N-Terminal “coiled-coil”,
que afeta a estrutura e funcdo de Angptl4 de inibir LPL, foiassociada a reducao dos niveis de
TG e aumento de HDL (DEWEY et al., 2016; ROMEO et al., 2007; TESLOVICH et al,,
2010), atingindo significancia de P = 3.83 x 10'3 na associagdo com niveis de TG em recente
estudo de replicacdo (VAN LEEUWEN et al., 2016). A substituicio do aminoacido acido
glutamico pela lisina desestabiliza a proteina apds sua secrecdo, impedindo o acumulo

extracelular de oligmeros de nAngptl4 e abolindo a sua capacidade de inibir LPL (ROMEO
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et al, 2009b). O nivel médio de TG no plasma foi reduzido em 16 mg/dl (15%) nos
heterozigotos GA do SNP rs116843064. Os portadores apresentaram niveis
significativamente baixos de insulina em jejum, LDL e niveis significativamente maiores de
HDL (ROMEO et al., 2007).

Os principais achados do estudo de Talmud e colaboradores (2008) sdo a confirmagéo
de uma forte associacdo da variante E40K com menores niveis de TG e associacOes
consistentes com niveis mais altos de HDL. Apesar dessas associacOes lipidicas benéficas, foi
observada associagdo do alelo K40 com aumento do risco de doenga arterial coronariana,
independente dos efeitos nos niveis de TG e HDL e de outros fatores de risco classicos.
Sugerindo que estes efeitos vao além da associacdo com TG, implicando a propriedades
angiogénicas de Angptl4.

Estudos com as variantes genéticas de ANGPTL4 em pessoas afetadas pela DF ndo
foram encontrados nos principais bancosde busca (PUBMED e MEDLINE) em recente
pesquisa na literatura com as palavras chaves ANGPTL4 ou rs116843064 X sickle cell

disease ou hemolytic anemia.

2.7.2 Gene APOAS

O gene APOAS5 (Loco 11g23.3 - ID 116519;MIM606368) (Figura 11) composto por
quatro exons codifica a apolipoproteina A5 (apoAV) que na sua forma ativa apresenta 343
aminoacidos (HUBACEK, 2016). O gene APOA5 éum membro do agrupamento dos genes
APOA1/C3/A4/A5, que afetam a variacdo dos niveis de lipidios nas populacbes em geral.
Sendo quase exclusivamente expressado no figado e no plasma e é detectado em
concentragcbes muito baixas (PENNACCHIO et al, 2001). A apoAV se associa a
quilomicrons e as lipoproteinasVLDL, HDL, mas ndo a LDL (WANG et al., 2016). ApoAV é
responsavel pela regulacdo dos niveis plasmaticos de TG através de trés vias: por ativar a LPL
(hidrdlise de TG e estabilizacdo do dimero ativo de LPL), por aumentar a lipGlise de
quilomicrons e lipoproteinas ricas em TG (VLDLSs), e por acelerar a captacdo hepatica de
lipoproteinas remanescentes pela ligacdo a membros da familia do Receptor de LDL (LDLR)
e proteoglicanos de heparan sulfato (GONZALES et al., 2013; NILSSON et al.,, 2011).
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Figure 11: Esquema do cromossomo 11 mostrando no trago vermelho a localizagéo
cromossdmica do gene APOAS

APOAS Gene na localizagdo gendmica: bandas de acordo com Ensembel, localizagdo de acordo com Geneloc
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Os niveis de TG sdo resultantes da acdo combinada de suscetibilidade genética, dieta
(consumo de gordura e alcool sdo fatores negativos), atividade fisica (diminui os niveis de
TG), sexo (em homens os niveis de TG tendem a ser maiores), idade (os niveis de TG
aumentam com a idade) e tabagismo (aumenta os niveis de TG) (HUBACEK, 2016). H& mais
de dez anos, tem sido dada énfase aos SNPs e haplotipos encontrados no agrupamento dos
genes APOAL/C3/A4/A5 que afetam independentemente a variacdo dos niveis de lipidios nas
populacdes em geral (CHIEN et al., 2008; DELGADO-LISTA et al, 2010). O papel
fundamental do gene APOA5 em explicar parte da variacdo nos niveis de TG tem sido
amplamente demonstrado através de estudos genéticos em associacdo com
hipertrigliceridemia grave ou moderada. Os estudos sugerem que as variantes de APOA5
afetam ndo apenas as concentracdes totais de TG, mas também a distribuicdo de outras
subclasses de lipoproteinas, como LDL e HDL, gerando uma dislipidemia aterogénica em
individuos de alto risco (GUARDIOLA et al., 2015; MERCHED; CHAN, 2013).

Além disto, estudos de GWAS tém confirmado esta associacdo significativa dos
polimorfismos comuns de APOA5 para determinacdo dos niveis plasméaticos de TG
(CHASMAN et al., 2008; KATHIRESAN et al., 2008; WATERWORTH et al., 2010). SNPs
relatados dentro do gene APOAS5 sdo: rs662799 (g.T-1131>C; ¢.1891T>C ou ¢.1259T>C, 3
ou A>G 5%), rs3135506 (C56G, Serl9 > Trp), rs3135507 (G448A, Vall50Met), rs2075291
(G553T, Gli185 > Cis), rs651821 (c. -3A-G), 152266788 (c.*158C>T 3'UTR ou c.1891T-C
ou ¢.1259T-C) e rs2072560 (IVS3 + G476A) (HUBACEK, 2016). As variantes rs662799,
rs3135506, rs651821 e rs2072560 formam o haplétipo APOA5 * 2 que foi associado com
uma elevacdo de 20 a 30% nos niveis de TG no plasma em homens e mulheres caucasianos e
trés vezes mais comum nos individuos que apresentavam concentracdes plasmaticas de TG
superiores ao percentil 90 em relacdo aqueles com niveis de TG abaixo do percentil 10
corrigidos para idade e sexo (PENNACCHIO et al.,, 2002). Caussy et al. (2014) propuseram
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que individuos com o haplétipo APOAS * 2 exibem a expressdo reduzida de ApoAV no nivel
pos-transcricional regulada por um miRNA que se liga na regido ndo traduzida 3’"UTR do
mRNA de APOA5 (CAUSSY etal., 2014).

Especificamente sobre 0 SNP rs662799 do gene APOAGS localizado na regido intrénica
3" UTR, a frequéncia do alelo de menor frequéncia (C 3" ou G 5") difere muito entre as
populagdes, variando desde 8% em europeu, 29% no leste asiatico e até 35% em japoneses e é
estimada em 16% na populacdo em geral (dados do projeto 1000 Genome). Ha& muitos
trabalhos que relatam interagéo significativa entre o alelo C do SNP -1131 T/C, com maior
concentracdo de TG (KIM et al.,, 2013; HAHNE et al., 2008; OLIVA et al.,, 2016).

A presenca do alelo de menor frequéncia g.4430C3" (ou G5") do SNP rs662799 no
modelo de domindncia (genotipos TC + CC ou A/G + GG) apresentou diminuicdo
significativa na concentracdo plasmatica de apoAV em compara¢do com individuos com o
genotipo g.4430 TT (ou AA) (HAHNE et al., 2008). Em outro estudo, Kim et al. (2013)
forneceram evidéncias para a relevancia dos niveis plasmaticos de apoAV nas concentracoes
plasméaticas de TG. Este estudo mostrou claramente uma estreita associacdo inversa entre
apoAV e TG em uma coorte de 754 individuos adultos hipertrigliceridémicos (TG>150
mg/dl). Em comparacdo com os individuos com o gendtipo selvagem ¢.4430 T/T (A/A), 0s
individuos com gen6tipos TC e CC (ou AG e GG) apresentaram diminuicdo de 11% e 19% de

apoAV, respectivamente, associada a aumento de 9% e 18% de TG, respectivamente.

Em recente estudo, envolvendo criancas e adolescentes chinesas, o alelo de risco C
(G) de rs662799 foi identificado como um preditor significativo e independente tanto de TG
(coeficiente B padronizado = 0,184; p <0,001) e variagdes do ndo-HDL (coeficiente [
padronizado = 0,177; p <0,001).

Estudos com o SNP rs662799 de APOA5 em pessoas afetadas pela DF ndo foram
encontrados nos principais sites de busca (PUBMED e MEDLINE) em recente pesquisa na
literatura com as palavras chaves APOA5 ou rs662799 xsickle cell disease ou hemolytic

anemia.
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2.7.3 Gene ZNF259 (ZPR1)

Numa ampla regido do cromossomo 11g23.3 estdo sobrepostos os agrupamentos de
genes APOA5-ZNF259-BUD13. O gene ZNF259 (ID: 8882; OMIM: 603901) também
identificado como ZPR1 (Figura 12) contém 14 exons e codifica a proteina Zinc finger 259
com 459 aminoacidos. A proteina ZNF259 é expressa em varios tecidos e € essencial para a
funcdo nucleolar normal em células em proliferacdo podendo ser encontrada no citoplasma de
células em repouso (quiescentes) e no nucléolo das células em estagio proliferativo
(GALCHEVA-GARGOVA et al, 1998) A deficiéncia de ZNF259 causa defeitos na
expressao do gene das histonas, impede a sintese de DNA e provoca a ruptura da localizacdo
subnuclear de proteinas que estdo associadas a sintese de DNA, incluindo o antigeno nuclear
das células da proliferacdo da subunidade de DNA polimerase (PCNA) e o fator de
transcricdo do gene da histona, NPAT (GANGWANI, 2006). O receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma, fator de transcricdo mais relevante que se liga a regido
promotora de ZPR1, é que desempenha um papel importante na sensibilidade a insulina e na
obesidade. A regido promotora de ZPR1 também esta ligada pelo fator nuclear dos
hepatocitos, que ativa uma variedade de genes envolvidos no metabolismo de glicose, &cidos
graxos e colesterol. Assim como o gene APOAS5, que se localiza na mesma regido de ZNF259
(ZNF259 esta distante a aproximadamente 1.3 kb de APOAS), este também mostra associa¢do
significativa com concentragdes de TG (KVAL@Y et al., 2015; ZHOU et al., 2015; FU et al.,
2015).

Figure 12: Esquema do cromossomo 11 mostrando no traco vermelho a localizacdo
cromossomica do gene ZPR1 ou ZNF259

ZNF259 Gene na localizacdo gendmica: bandas de acordo com Ensembel, localizacdo de acordo com Geneloc
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Dentre as variantes mais estudadas do gene ZNF259 esta o SNP rs964184 ¢.*724C>G,
localizado em regido 3" ndo traduzida (UTR 3" untranslated region). A frequéncia do alelo de
menor frequéncia G mostra variacao étnica significativa com média global de 22%, mas com
frequéncias mais altas em populag¢fes nativas americanas e hispanicas (acima de 40%) do que
em populacdes europeias (PARRA et al., 2017). Nas populacbes europeias, a frequéncia do
alelo G esta entre 12% e 16% (BOYLE et al., 2012).

Em estudo recente, foi confirmado que na regido BUD13/ZNF259/APOA5 o SNP
rs964184 mostrou ser uma variante lider/causal por apresentar um alto valor de significancia
com niveis de TG (p = 5.32x10°") (PARRA et al., 2017). Para os autores, este polimorfismo
pode estar exercendo seu efeito através de trés mecanismos potenciais: 1) modificacdo da
atividade intensificadora, 2) regulacdo da expresséo de varios genes em cis e/ou trans, ou 3)
modificacdo dos padrdes de metilagdo do promotor do gene APOA5. Em estudos anteriores e
em outras populacdes, estavariante havia também sido indicada como um SNP causal por
apresentar alta significdncia com niveis de TG (p = 1.75x10%) na regido
BUD13/ZNF259/APOAS5 (SURAKKA et al., 2015).

Num estudo da populacdo japonesa envolvendo 2354 individuos com dislipidemia
(hipertrigliceridemia, hipo-HDL-colesterolemia ou hiper-LDL-colesterolemia) e 3106
individuos controles, a analise de regressao logistica multivariada com ajuste para idade, sexo
e indice de massa corporal revelou que a variante rara G rs964184 de ZNF259/ZPR1 (P =
5,1x10-7; razdo de chance, 1,37; modelo dominante), foi significativamente associada a
hipertrigliceridemia (ABE et al., 2015). Além dapresenca do alelo G estar associada a
maiores niveis de TG (12% maior), a variante foi também associada a concentragdes menores
de HDL (efeito de 3%) e maiores de ndo-HDL, bem como ao risco de sindrome metabdlica,
mas ndo foi associada a novos eventos vasculares (VAN DE WOESTIINE et al,
2014).Associacbes com SNP rs964184 com doenca arterial coronéria foi observada
(SCHUNKERT etal., 2011).

Em recente pesquisa nos principais bancos de busca (PUBMED e MEDLINE) com as
palavras chaves ZNF259 ou ZRP1 ou rs964184 and sickle cell disease ou hemolytic anemia

ndo foram encontradas publicacdes indexadas envolvendo a DF.



2.8 POLIMORFISMO RELACIONADO A INFLAMACAO E AO METABOLISMO
DE LIPIDIOS

NOs selecionamos uma variante comum (rs800629 TNFA) conhecida por estar
associada ao aumento da expressdo da proteina TNFA, envolvida na resposta pro-
inflamatéria, além dos niveis de lipidios. Na Tabela 11 estdo descritas as principais

caracteristicas da variante rs800629 TNFA.

Tabela 11: Informagbes do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no gene
selecionado para estudo de inflamacéo

Frequéncia Global do

: Localizacdo
Gene/loco rs e variante cromossdmica do SNP alelo d? menfr
frequéncia
rs1800629
TNFA
C.-488G>A, 0.4682G>A 6:31575254 A 0,09
6p21.33

(Regido Promotora)

Projeto 1000genomes

2.8.1 Gene TNFA

O gene TNFA codificador dessa citocina pré inflamatéria encontra-se localizado no
cromossomo 6p21.31 (Figura 13) na regido classe 1l do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC do inglés major histocompatibility complex) central ao Antigeno
B Leucocitario Humano (HLA-B, do inglés human leukocyte antigen-B) (KLEIN; SATO,
2000).



65

Figure 13: Esquema do cromossomo seis indicando no trago vermelho a localizagdo do
gene TNFA

TNFA Gene na localizagdo gendmica: bandas de acordo com Ensembel, localizagio de acordo com Geneloc
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O TNFA, membro dois da superfamilia de TNF, ¢ um importante mediador da
inflamacdo (VASSALLI, 1992; WANG; TRAYHURN, 2006), especialmente secretado por
macrofagos (WILSON et al., 1997), que também regula a proliferagdo celular, a diferenciagdo
e a apoptose. (BARONEet al., 2011).

A influéncia de TNF em mediar o metabolismo lipidico, embora ndo esteja
completamente esclarecida, tem sido apresentada por Chen et al. (2009), que descrevem
cincos vias deste efeito modulador: (1) suprime a absorcao de acidos graxos livres e promove
a lipogénese; (2) induz a lipdlise; (3) inibe a atividade enzimatica relacionada ao metabolismo
lipidico; (4) regula o metabolismo do colesterol; (5) regula outras adipocinas derivadas de

adipdcitos que por sua vez podem alterar o metabolismo de lipidios.

Muitos estudos envolvem os polimorfismos do gene TNFA: TNFA —-238G/A
(rs361525), —308G/A (rs1800629), —857C/T (rs1799724), —863C/A (rs1800630) e —1031T/C
(rs1799964). Dentre as variantes genéticas no gene TNFA a mais estudada é rs1800629,
também conhecida como TNF-308G/A, que faz parte do haplétipo de MHC (HLAAL-BS-
DR3-DQ2) (WILSON et al., 1997). Estudos sugerem que o alelo de menor frequéncia A
aumenta em duas vezesa expressdo de TNF (WILSON et al., 1997). A frequéncia do alelo de
menor frequéncia A € de 9% na populacdo em geral, mas menos frequente em japoneses (2 %)
e mais comum em europeus (17%) (HAPMAP, 2018). O polimorfismo rs1800629 é bem
explorado principalmente na area de farmacogenética pela sua significancia clinica na

resposta a drogas inibidoras de TNFA.

Em recente revisdo de Belisario et al. (2017) sobre os fatores de risco envolvidos no
infarto isquémico na DF, discutiram o SNP TNFA -308 G>A, como um exemplo de

biomarcador molecular cujos resultados em diferentes coortes apresentaram controvérsias.
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Segundo os autores ha relatos que mostraram a homozigose do alelo comum -308G associada
ao aumento do risco de AVC (HOPPE et al., 2004; HOPPE et al., 2007), porém em dois
estudos da equipe o alelo de menor frequéncia -308A foi associado com o aumento do risco
de AVC (BELISARIOet al, 2016b; BELISARIO et al., 2015). No entanto, dois outros
estudos ndo relataram associacdo (HOPPE et al., 2001; VICARI et al., 2011).

Citocinas fazem um papel relevante na fisiopatologia da DF, especificamente no
subfendtipo de vaso-oclusdo (PATHARE et al., 2003). Na DF, as crises de dor sdo
decorrentes do subfenotipo de vaso-oclusdo, em que a inflamacao frequentemente precede ou
esta associada a estas crises (LIPOWSKY; CHIEN, 1989; PATHARE et al2003). Ja que o
perfil de citocinas em DF é caracterizado por elevados niveis de citocinas tais como IL-1 e
TNFA, e que estas aumentam durante a inflamacdo (CROIZAT, 1994) e visto que TNFA
pode modular o metabolismo de lipidios (CHEN et al., 2009), ndés achamos importante
investigar o polimorfismo rs1800629 de TNFA e sua associacdo aos fenotipos da DF. Nés
ndo encontramos relatos na literatura com estudos entre os polimorfismos de TNFA e

metabolismo de lipidios na DF.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar biomarcadores bioquimicos e moleculares relacionados aos niveis de lipidios e
verificar a associagdo destes com variaveis bioquimicas, hematoldgicas e clinica, em
individuos com Doenca Falciforme (gendtipos HBSS e HBSC) acompanhados nos
Hemocentros Regionais de Governador Valadares e de Uberaba da Fundagdo Centro de

Hematologia e Hemoterapia - Hemominas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e correlacionar os parametros hematolégicos, bioquimicos e do lipidograma dos

individuos com DF do estudo.

- Comparar os resultados dos exames hematologicos, e bioquimicos entre os participantes da
pesquisa com DF e dos grupos HbSS e HbSC.

- Verificar se ha hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia nos individuos com DF comparado

ao grupo controle.

- Determinar o perfil aterogénico dos individuos com DF e correlacionar com parametros

hematol6gicos e bioquimicos.

- Investigar se a terapia com hidroxiuréia interfere nos pardmetros hematoldgicos e das

variaveis bioquimicas analisadas, incluindo os niveis de lipidios dos individuos com AF.

- Genotipar polimorfismos de variantes de genes implicados no metabolismo de lipidios e de

inflamacdo na populacéo do estudo.
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- Analisar o efeito dos alelos de menor frequéncia e os modelos de dominédncia e
recessividade dos genes ANGPTL4, APOA5 ZNF259eTNFA sobre os dados hematologicos,

bioquimicos e clinicos nos individuos com doenga falciforme genotipados.

- Pesquisar a presenca de co-heranga de alfa-talassemia nos individuos com DF e avaliar se a
delecdo do gene HBA esta associada as alteragdes nos perfis hematologico, bioquimico e

clinico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO E LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo transversal com coleta de alguns dados retrospectivos,
realizado com criangas e adolescentes com DF (gendtipos HbSS e HbSC), diagnosticadas pelo
Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais (PETN-MG), nascidos entre janeiro
de 2001 e dezembro de 2010, acompanhadas nos Hemocentros Regionais de Governador
Valadares e de Uberaba da Fundacdo Hemominas. A utilizacdo de grupo vulneravel se deve
ao fato de que foram estudados apenas pacientes triados pelo teste de triagem neonatal pelo
NUPAD (iniciadas em marco de 1998, portanto, menores de 18 anos), por ser 0 grupo que
possui seguimento documentado desde o nascimento, seguem o0 mesmo protocolo de
tratamento e os dados clinicos e laboratoriais que foram avaliados sdo mais confiaveis.
Ademais, dados como, por exemplo, resultado de Doppler, sequestro esplénico e outras,
somente sdo possiveis de avaliar em criancas. A coleta de sangue das criangas abaixo de cinco
anos de idade geralmente é mais dificil de ser realizada e algumas intercorréncias clinicas
importantes como critério de exclusdo ainda ndo foram manifestadas. O estudo iniciou-se em
setembro de 2015 e foi finalizado em novembro de 2017. As etapas principais da pesquisa sao

apresentadas de forma resumida no fluxograma da Figura 14.
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Figure 14: Desenho experime ntal

assinatura de TCLE e TALE

Andlise e coleta dos dados Coleta do material bioldgico

‘ Convite aos sujeitos da pesquisa e ‘

dos prontuarios (sangue)
Extracéo de DNA e Genotipagens de ‘ Avaliacoes ‘

bioguimicas

‘ SNPs e de alfa-talassemia

b Criac&o e alimentacéo do banco de
‘ dados

—‘ Andlises estatisticas

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; TALE: Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.

4.2 POPULACAO ESTUDADA E ASPECTOS ETICOS

A populacédo estudada foi composta por individuos com doenca falciforme, em estado
clinico estavel, nascidos entre 01 de janeiro de 2001 e 31 de dezembro de 2010, homozigotos
HbSS e heterozigotos compostos HbSC, que foram triados pelo PETN-MG e encaminhados
para tratamento inicial na Fundagdo Hemominas e cadastrados nos Hemocentros Regionais de
Governador Valadarese de Uberaba. De um total de 195 individuos cadastrados em
Governador Valadares em setembro de 2015, 149 (76,41%) aceitram participar, oito foram
excluidos (4,10%), totalizando neste estudo 141 individuos (72,31%).
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Este estudo foi registrado e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora sob nimero de CAAE 36767114.1.0000.5147 e no Comité de Etica
em Pesquisa da Fundagdo Hemominas (parecer n° 933.478; CAAE 36767114.1.3001.5118). A
partir de uma relacdo cedida pelo Hemocentro contendo nome, nimero de prontuério, data de
nascimento dos pacientes com anemia falciforme (HbSS) ou Hemoglobinopatia SC (HbSC),
estes foram selecionados por faixa etaria e convidados no dia da consulta a participar da
pesquisa. Inicialmente foi explicada a proposta de trabalho incluindo os objetivos e 0s
procedimentos envolvidos. Para o consentimento na participacdo da pesquisa, 0s responsaveis
pelo menor de idade assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndices A e B). O Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Apéndices C e D)
foi apresentado e assinado pelos maiores de 12 anos de idade de acordo com a Declaracdo de
Helsinki de 1975 e suas revisdes. A consulta aos prontuarios foi feita de modo a garantir o

sigilo das informacdes pessoais de cada sujeito da pesquisa.

Apobs o consentimento do participante, foi feita analise do prontuario médico e a coleta
de dados para avaliar se o individuo possuia algum dos critérios de exclusdo. Aqueles que ndo
apresentaram nenhum dos critérios de excluséo tinha coletado o material bioldgico para as

analises laboratoriais.
Foram considerados critérios de exclusdo:

- A presenca de comprometimento cronico de 6rgdos que venham a interferir nos parametros
avaliados tais como diabetes mellitus, em regime de hipertransfuséo e infeccdo grave (HIV,

hepatite, sifilis);

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

SJ e persisténcia hereditaria de HbF);
- Participantes que durante a pesquisa vieram a obito;
- Transferidos para outros centros de tratamento e acompanhamento;

- Individuos que ndo retornaram ao Hemocentro durante o periodo de coleta de material

biolégico;

- Individuos e/ou pais ou responsaveis que nao aceitaram participar do estudo.
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4.3 EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

4.3.1 Exames coletados de prontuario

Os dados bioquimicos e hematoldgicos antes e apds o uso de hidroxiuréia (HU)
(hemoglobina total - Hb, hemoglobina corpuscular média - HCM, volume corpuscular médio
- VCM, hemoglobina fetal - HbF, reticuldcitos, leucograma com leucometria global - LG,
segmentados neutr6filos e mondcitos, plaquetograma, niveis de ferro sérico e dosagem de
ferritina), foram extraidos dos registros médicos dos participantes e compilados em um
formulario especifico (Apéndice F). Foram feitas médias dos valores dos exames, respeitando
a terapia com HU. O resultado foi depositado em um banco de dados no programa SPSS e
alimentado de forma permanente até 20 meses de inicio da investigagdo. Foram utilizadas nas
analises as médias dos resultados com terapia com HU quando o individuo estava em

tratamento e sem HU quando o individuo ndo estava em terapia com HU.

Os resultados dos exames bioquimicos e hematoldgicos datados no periodo de 90 dias
apos transfusbes sanguineas ou de eventos clinicos significativos (crise de dor, infeccdo

grave, sequestro esplénico agudo e crise aplastica) ndo foram coletados.

Os exames, onde foram realizados/ coletados, metodologias, valores de referéncia,

Kits/equipamentos e referéncias estdo descritos na tabela 12.

4.3.2 Exames realizados em laboratorio contratado

Para a realizacdo dos exames bioguimicos incluindo o lipidograma, os participantes da
pesquisa foram orientados a manter uma dieta habitual nos dias que antecederam a avaliagéo,
mantendo jejum de 10h-12h, e sem atividade fisica vigorosa nas 24 horas anteriores a coleta.
Antes da coleta foi confirmado o jejum do paciente, se 0 paciente tinha passado por transfuséo
sanguinea nos Gltimos trés meses e se estava em crise de dor no momento da coleta. A pun¢édo
venosa na prega do cotovelo foi realizada no dia da consulta ao Hemocentro, entre 7:00 e
10:00 horas, antes da avaliacdo medica. O participante permaneceu sentado por pelo menos
10 a 15 minutos para evitar variagdes ortostaticas da volemia e garantir a consisténcia das

dosagens.
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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 centrifugacéo,

e as analises bioquimicas foram realizadas conforme metodologia especificada na tabela 12,

em laboratério de analises clinicas conveniado e acreditado, com base nos requisitos
estabelecidos na norma ABNT NBR NM ISO 15189.

As informacBes gerais sobre os exames bioquimicos realizados nas amostras

bioldgicas coletadas dos individuos neste estudo estdo descritas na tabela 12.

Tabela 12: Informacgbes sobre exames hematologicos e bioquimicos utilizados na

pesquisa
Exame rgail]i(iea];?)l/ Metodologia Valor de Kiv Referéncia
g Referéncia Equipamento
coletado
Ferro: homem: 65 a WIENER LAB,
Ferro sérico Hemomlna,s_BH Espectrofotométrica 175 ug/dL; mulher: WIENER® 2000;
/ Prontuério HEMOM INAS,
50 a 170 ug/dL
2018
H . BH Ferritina: 6 EBRAM, 2014;
Ferritina emominas. Turbidimétrica erritina- b meses a — egpaAM® HEMOM INAS,
/ Prontuério 15 anos: 7-1 pg/L 2018
Hemominas BH  Cromatografia liquida ® HEMOM INAS,
HbF / Prontuario de alta eficiéncia BIORAD 2018
. Tecnologia de ABX Micros
Hb He/ng?on:]'ttf;isv impedancia e 11,00-16,5 g/dL 60 da marca HEM ZOOI\iIéNAS,
fotometria HORIBA®
: Tecnologia de ABX Micros
VCM He/n;t: nrw]ltnalsr_GV impedancia e 80-97 fL 60 da marca HEM Zool\féNAS’
ontuario fotometria HORIBA®
Hemominas GV Tecnologia de ABXMICIOS e 1oMINAS,
HCM / Pronturio impedancia e 26,5-33,5pg 60 da marca 2018
fotometria HORIBA®
. Tecnologia de ABX Micros
LG He/n;?on;'tr:]a;isv impedancia e 3500-10000 /mm? 60 da marca HEM%\{IQNAS,
fotometria HORIBA®
: Tecnologia de ABX Micros
Neutrdfilos He/n;(: nrw]ltnz%sr_GV impedancia e 595-4800/ mm3 60 da marca HEMZOO'\féNAS‘
ontuario fotometria HORIBA®
.. Hemominas GV Tecnologia de ABXMICIOS e 1oMINAS,
Mondcitos / Pronturio impedéncia e 300-800/mm3 60 da marca 2018
fotometria HORIBA®
Hemominas GV Tecnologia de 150000- ABXMICIOS 1 emoMINAS,
Plaguetas / Prontudrio impedancia e 390000/ mmé 60 da marca 2018
fotometria HORIBA®
. - MINAS GERAIS,
Reticulocitos Hemominas GV  Coloragdo comazulde Adulto: 0.5-1 5% Mlcérotsiggplo 2009;
u / Prontuério cresil brilhante 1% P47 OIyFr)npus® HEMOMINAS,

2018
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Continuacdo da Tabela 12: Informac6es sobre exames hematoldgicos e bioquimicos utilizados

na pesquisa
Homem 1-12 anos:
93-172 mg/dL,
mulher 1-12 anos: Analisador RITCHIE, 1996;
APOA1 Laboratério Imunoturbidimetria 86-179 mg/d L; BlquI,mICO CLINICAL
contratado homem 12-60 anos Cobas Mira CHEMISTRY,
95-186 mg/dL; Plus 2010
mulher 12-60 anos
101-223 mg/dL
homem 1-12 anos:
48-125 mg/dL;
mu lher 1-12 anos: Analisador RITCHIE, 1996;
Laboratério Imunoturbidimetria 51-126 mg/dL; Bioquimico CLINICAL
APOB contratado homem 12-60 anos: Cobas Mira CHEMISTRY,
49-173; mulher 12- Plus 2010
60 anos: 53-182
mg/d L
Dosado diretamente,
pelo método Analisador
Laboratério enzimatico colesterol Biogquimico DANIELSet al,
cr contratado oxidase/peroxidase em =150 mg/dL Cobqas Mira 2012
aparelho Plus
espectrofotométrico
Determinado pela
x Laboratério equacao: . DANIELSet al,
Nao-HDL contratado N&o-H D?_ :gCo lesterol =130 mg/dL Formula 2012
total - HDL
. Analisador
- Dosado diretamente, N
oL SR pomedorave  casmge  goltiee  DANESl
precipitante PIUS
Analisador
TG Laboratério Dosado diretamente, Olginfglzg 100 ) Bioquimico DANIELSet al,
contratado por método enzimatico mgrdr, ~L-19.anos. Cobas Mira 2012
>130 mg/dL Plus
Laboratori Dosado diretamente Q.nalis,ad'or BRSl(J) (I;‘l\l?'IA\NRA
oratério ) : ioguimico ;
BD contratado por met?_(:lo de Sims/ <04 mg/dL Cobqas Mira WONG, 2009;
om Plus LABTEST, 2009
Sims/ Horn por
Lab - formula: Bilirr‘FL)Jbina BRSL(J)(IB_I\EI),IANRA
BI oratorio Indireta = Bilirrubina 0,60- 0,90 mg/dL Formula '
contratado Total — Bilirrubina WONG, 2009;
- LABTEST, 2009
Direta
. Analisador SOLDIN,;
- Laboratério insrfg%ggegzggfl < 1,20 mgidL Bioquimico ~ BRUGNARA;
contratado Horn ’ Cobas Mira WONG, 2009;
Plus LABTEST, 2009
Analisador PAGANI, et al,
LDH Laboratério En zi_métic_o 2-15 anos: 125,00 a Bioquimi_co 2003; CLINICAL
contratado colorimétrico 220,00 U/L Cobas Mira CHEMISTRY,
Plus 2011

BH: Belo Horizonte; GV: Governador Valadares; HbF: hemoglobina Fetal; Hb: hemoglobina; VCM:
volume corpuscular médio: HCM: hemoglobina corpuscular média; LG: leucometria global; APOAL:
apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; CT: colesterol total; Ndo-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.
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4.4 COLETA DE DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram obtidos por meio da coleta das informacdes contidas no
registro médico. Foi estruturado um formulario (Apéndice E) para orientacdo da coleta da
historia clinica do participante buscando informagdes sobre eventos clinicos e resultados de

Doppler transcraniano cerebral (DTC).

4.5 ANALISES MOLECULARES

4.5.1 Coleta do material bioldgico, extracdo e quantificacdo do DNA genémico

A coleta de sangue dos participantes para analises moleculares foi realizada no dia da
consulta ao Hemocentro da Fundacdo Hemominas. Coletaram-se cerca de 3mL de sangue
venoso em tubomarca VACUPLAST contendo 1,0 mg/mL do anticoagulante acido
etilenodiamino tetracetico (EDTA). No laboratério de pesquisa da UFJF campus Governador
Valadares e da UFTM realizou-se a centrifugacdo dos tubos a 3000 rotagdes por minuto (rpm)
por cinco minutos para separacdo da camada de leucdécitos que foi retirada com o auxilio de

micropipeta e microponteira com filtro, livres de DNAse e RN Ase.

Os leucocitos foram armazenados em microtubos de 1,5 mL, livres de DNAse e
RNAse, identificados com um codigo definido pelas iniciais de cada participante, seguidas do
numero de prontudrio e armazenados a -20°C. A extracdo do DNA gendmico (gDNA) foi
realizada com aliquota de 250 pL da camada de leucocitos utilizando o kit comercial
QlAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, de acordo com instruc6es do fabricante.

A quantificacdo e o grau de pureza do gDNA extraido foram realizados no
espectrofotdmetro Nano Vue plus (GE®). A amostra foi previamente incubada & 56°C durante
cinco minutos em banho seco e homogeneizada posteriormente para garantir que a
solubilidade do gDNA. Dois uL da amostra de DNA foram depositados no espectrofotdémetro
previamente calibrado com tampdo AE. O grau de pureza foi determinado a partir das razoes
dos valores de absorbancia nos comprimentos de onda A260/A280 e A260/A230. A razio

A260/A280 representa a contaminagéo por proteinas, e o valor desta razdo deveria estar ente
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1,7 e 1,9. A razdo de A260/A230 deveria estar no intervalo entre 1,5 e 2,5. Valores fora
desses intervalos indicavam contaminagdo por compostos organicos e o gDNA era
descartado. O gDNA foi armazenado a - 20°C devidamente identificado no biorrepositério da

pesquisa. No momento de uso, 0 gDNA era diluido para a concentragdo requerida nas reagdes.

4.5.2 Genotipagens dos polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) de genes selecionados

Todas as amostras de gDN A extraidas foram diluidas para a concentracdo de 5 ng/uL
em agua ultra-pura, livre de DNAse e RNAse. As variantes de baixa frequéncia (entre 0,01 e
0,05) e as variantes comuns (frequéncia >0,05) de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs)
em genes selecionados por sua associacdo com o metabolismo de lipidios plasmaticos ou de
resposta inflamatéria foram genotipadas na populacdo em estudo. Os dados dos genes e as

referéncias dos respectivos SNPs estdo descritos na Tabela 13.

Para os ensaios de genotipagens de SNPs foi utilizada a metodologia de Reacdo 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 um) ou FAM/MGB-NFQ (alelo dois), na concentracdo de 40X foram diluidas duas
vezes emtampdo TE (20 puL de Tris 100 mM e dois uL. de EDTA 100 mM). Em um
microtubo, foram adicionados solucdo Master Mix TagMan® GTXpress™ Master Mix (2X),
sonda (20x), agua ultrapura, livre de DNAse e RNAse com volumes calculados para o volume
total de ensaios e de acordo com as especificacdes do fabricante. Seis uL desta mistura foram
aliqguotados em microplaca e adicionados, em cada poco correspondente a um teste individual,
20 ng de DNA (4uL de gDNA a 5ng pL). No equipamento Termociclador 7500 Fast,
(Applied Biosystems®) foi definido o programa de amplificacdo nos seguintes ciclos de
temperatura: Pré gPCR: 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 determinacdo dos gendtipos foram obtidos com auxilio da
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plataforma Thermo Fisher Cloud (disponivel em:

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

Tabela 13: Dados dos genes e SNPs selecionados para genotipagens

Alelo do Numero do
Referéncia x ensaio MAF
Gene/ loco SNPe Regido X
SNP (Applied
fluoroforo \
Biosystems)
ANGPTLA4 VIC A/ ,
19p13.2 rs116843064 FAM G Exon C_156222000_10 AO0,01
APOA5 VIC A/ ,
11q23.3 rs662799 FAM G 5UTR C_2310403_10 G 0,16
TNFA VIC A/
6p21.33 rs1800629 EAM G Promotora C_7514879 10 A 0,09
ZPR1 VIC C/ .
11023.3 rs964184 FAM G 3'UTR C_8907629_10 G 0,22

SNP: polimorfis mo de Unico nucleotideo; MAF: frequéncia do alelo menor retirada do 1000Genome; ANGPTL4:
Angiopoietin-like 4; APO: apolipoproteina; TNFA/TNF-a: Fator de necrose tumoral-a.

4.6 GENOTIPAGEM DE ALFA-TALASSEMIA

Foi realizada a genotipagem de alfa-Talassemia (alfa-tal) para deteccdo de duas
mutacdes delecionais dos genes HBA1 e HBA2 da alfa-globina: a variante delecionalde 3.700
pares de bases (pb) (a-3.7Kb) e a de 4.200 pb (a-4.2Kb) por apresentarem maior frequéncia
na populagdo 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 dele¢des analisadas causadoras de a-tal (TAN et al.,
2001).

O controle positivo da amplificacdo do gDNA foi um segmento de 2.350 pb, referente
a regido 3’ ndo transcrita do gene LIS1 do fator plaquetario. A especificidade da técnica de
PCR multipla para o diagndstico das delegBes causadoras de alfa-tal foi confirmada
utilizando-se controles positivos para as duas delecGes testadas, cedidos gentilmente pelo Dr.
Samuel S. Chong (Universidade de Cingapura). Na Tabela 14 estdo descritos os

oligonucleotideos utilizados nos ensaios de genotipagens.
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Nos ensaios de gap PCR mdltipla utilizaram-se 12,5 pL de Master Mix Qiagen® na
concentracao 2X, 2,5 uL de Q solution, mistura de oligonucleotideos, nas concentracdes
descritas na Tabela 14. Em cada microtubo teste foram adicionados 4 uL. de gDNA com
concentracdo minima de 50 ng/uL. O volume final da reacdo foi de 25 pL. Os microtubos
foram acondicionados no bloco térmico do Termociclador modelo Veriti (Applied
Biosystems®), programado para os ciclos de temperatura: inicial de 96°C por 15 minutos;
seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 98°C para desnaturagdo do gDNA, 62°C por 90 segundos
para anelamento dos oligonucleotideos e 72°C durante 135 segundos para extensdo do DNA e
extensdo finala 72 °C por 5 minutos. Para a resolucdo dos fragmentos amplificados e definicéo
do genétipo, 10 pL do material amplificado contendo 1 pL do corante fluorescente Gel Red® e
2uL de Loading dye foram aplicados na canaleta do gel de agarose 1%. Em seguida, o gel foi
acondicionado em uma cuba contendo tampdo TE 1X e realizada a corrida de eletroforese a
90 volts durante duas horas. Apds o fim da corrida, a visualizagdo das bandas de fragmentos
amplificados foi realizada sob luz ultravioleta e a imagem do gel captada no sistema de
fotodocumentacéo Gel Doc™ XR*, (Bio Rad®). A determinacéo do genétipo foi realizada de
acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados em comparagdo com o padrdo de massa

molecular 1Kb, faixa de massa molecular de 250 pares de base (bp) a 10000pb(Kasvi®).

Tabela 14: Dados dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de genotipage ns da alfa-
talassemia

Tamanho esperado

Nome oligonucleotideo 5°-3° Concentragao
do fragme nto
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0,5 uM 2350 pb
LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0,5 uM
a2/a-3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0,2 uM 2022/2029 pb
a-3.7/a-
AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0,2 uM
20.5-R
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0,2 uM 1800 pb
a-4.2-F GTTTACCCATGTGGTGCCTCC 0,5 uM 1628 pb
a-4.2 R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0,5 uM

" Chong et al., 2000
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4.7 GRUPO CONTROLE

Para analise do perfil lipidico do grupo controle, os dados de 40 individuos, sem DF,
nascidos entre 01 de janeiro de 2001 e 31 de dezembro de 2010 foram coletados mantendo
proporcdo semelhante de sexo e idade. Os exames de lipidograma (TG, CT, HDL e ndo-HDL)
foram realizados durante 0 mesmo periodo e nas mesmas condi¢fes metodoldgicas em que 0s
sujeitos da pesquisa fizeram suas analises bioguimicas. Os resultados foram adicionados ao
banco de dados da pesquisa e utilizados para comparacdo dos perfis lipidicos dos grupos
HbSS e HbSC.

4.7.1 Calculo amostral do grupo controle
O célculo do tamanho amostral do grupo controle foi realizado utilizando a formula de

comparagdo entre grupos:

_ (Zxedp)2
"t

Onde:

n = namero de individuos (amostra)

Z = Valor critico que corresponde ao grau de confianca de 95% de confianca
dp = desvio padrdao

d = diferenca entre saudavies e individuos com DF

Baseado no estudo desenvolvido por Teixeira et al. (2017), realizamos os céalculos
utilizando os desvios padrédo e as diferencas entre os pacientes com DF e controles saudaveis
para niveis de CT e TGs. Como o0 nencontrado para 0os TGs foi maior, adotamos esse valor (n

= 39 individuos). O célculo esta apresentado a seguir.
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(1,96 X2x 39)2
n=|(——_———
26

n=-~35+10%

n= 39 individuos

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados contidos no banco de dados criado exclusivamente para esta pesquisa foram
analisados utilizando o SPSS verséo 22.0. Dados descritivos foram apresentados utilizando

frequéncias, médias e desvio padréo.

4.8.1 Analise univariada

4.8.1.1 Testes de normalidade

A distribui¢do normal ou ndo normal dos dados continuos foi verificada antes de cada
analise de associacdo e correlacdo, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov quando o
namero de individuos ou dados (n) era maior do que 50 e Shapiro-Wilk quando este nimero

era menor do que 50.

4.8.1.2 Perfis hematoldgico e bioquimico dos individuos com Doenca Falciforme

Realizaram-se andlises bioquimicas de marcadores de hemolise (Lactato
desidrogenase - LDH, bilirrubinas total, direta e indireta — BT, BD, BI) e perfil lipidico
(Apolipoproteina A1 - APOAL, Apolipoproteina B - APOB, Colesterol total - CT,
lipoproteina de alta densidade - HDL, ndo lipoproteina de alta densidade - ndo-HDL e

triglicerideos - TG). J& os resultados dos exames hematoldgicos (Hemoglobina - Hb,
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Hemoglobina Corpuscular Média - HCM, Volume Corpuscular Médio - VCM, Hemoglobina
Fetal - HbF, Leucometria Global - LG, Reticulocitos - Ret., neutrofilos, mondcitos, plaguetas,
ferro e ferritina) foram compilados dos prontuarios médicos. Nesta andlise verificou-se a
associacdo das variaveis laboratoriais entre si entre todos os individuos (DF) e em cada grupo
de pacientes (SS e SC). Também foi realizada comparacdo entre os grupos SS e SC. A
verificacdo da associacdo de variaveis nominais foi realizada utilizando o teste do qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, quando necessario. A verificacdo da associacdo de
varidveis continuas com distribuicdo normal foi realizada utilizando-se o teste T de Student;
para as variaveis continuas comdistribuicdo ndo normal analisou-se utilizando o teste de U de

Mann-Whitney. A significAncia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

4.8.1.3 CorrelacGes

As correlagbes entre as varidveis laboratoriais entre si (para o grupo DF e o0s
subgruposSS e SC) foram realizadas utilizando o teste de correlacdo de Spearmann, visto que
a maioria dos dados apresentou distribuicdo ndo normal. As correlacdes foram consideradas
quando o p < 0,05 e classificadas como: muito forte (1a0,8;-1a- 0,8), forte (0,8a0,6; -0,8 a
- 0,6), moderada (0,6 a 0,4; -0,6 a- 0,4), fraca (0,4a0,2; - 0,4a-0,2) e muito fraca (0,2—-0e
- 0,2 a0), além de positiva (+) ou negativa (-) de acordo com o sinal que apresentaram.

4.8.1.4 Calculo de razao de chance e intervalo de confianca

Os dados foram analisados através do teste do qui quadrado e do calculo da razdo de

chances (OR) considerando o valor de p < 0,05 e o intervalo de confianca (IC) de 95%.

4.8.1.50 Perfil lipidico dos individuos com doenca falciforme comparado aos individuos do

grupo controle
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Para comparar os trés grupos de individuos (SS, SC e controle) para os resultados de
CT, Nao-HDL, HDL e TG foram utilizados para associagdo de varidveis nominais o teste do
qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando necessario; para verificacdo da associacao de
varidveis continuas com distribuicdo normal foi utilizado o teste ANOVA; para as variaveis
continuas comdistribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. A significAncia

estatistica foi estabelecida em p< 0,05.

4.8.1.6 Analises dos perfis hematoldgicos e bioquimicos dos individuos com Doenca

Falciforme em relacdo a Trigliceridios

A fim de verificar se os niveis dos TGs influenciavam parametros bioquimicos e
hematol6gicos dos individuos com DF, os resultados dos exames dos pacientes foram
divididos de acordo com o valor de referéncia para TG, sendo que resultados < 100 mg/dL
para criangas até 10 anos e < 130 mg/dL para individuos entre 10-19 anos eram considerados
normais e resultados > 100 mg/dL para criancas até 10 anos e > 130 mg/dL para individuos
entre 10-19 anos eram considerados altos (DANIELS, et al,, 2012). Primeiro foi realizado
teste qui-quadrado para verificar a distribuicdo dos individuos em relacdo aos niveis de TGs
(para os grupos SS, SC e controle). Posteriormente, os resultados dos exames laboratoriais
estratificados de acordo com os niveis de TGs, foram comparados entre os individuos com
DF. Foi realizado teste de normalidade antes de cada analise. A verificacdo da associacdo de
variaveis continuas com distribuicdo normal foi realizada utilizando-se o teste T de Student;
para as varidveis continuas com distribuicdo ndo normal utilizou-se o teste de U de Mann-

Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida emp < 0,05.

4.8.1.7 Andlises dos perfis hematologicos e bioquimicos dos individuos com doenca

falciforme em relagdo a lipoproteina de alta densidade

A fim de verificar se os niveis da HDL influenciavam parametros bioguimicos e

hematol6gicos dos individuos com DF, os resultados dos exames dos pacientes foram
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divididos de acordo com o valor de referéncia para HDL, sendo que resultados > 40 mg/dL
foram considerados normais e resultados < 40 mg/dL foram considerados baixos (DANIELS,
et al., 2012). Primeiro foi realizado teste qui-quadrado para verificar a distribuicdo dos
individuos em relacdo aos niveis de HDL (para 0s grupos SS, SC e controle). Posteriormente,
os resultados dos exames laboratoriais estratificados de acordo com os niveis de HDL, foram
comparados entre os individuos com DF e entre os subgrupos SS e SC separadamente. Foi
aplicado o teste de normalidade antes de cada analise. A wverificacdo da associacdo de
varidveis continuas com distribuicdo normal foi realizada utilizando-se o teste T de Student;
para as variaveis continuas com distribuicdo ndo normal utilizou-seo teste de U de Mann-

Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida emp < 0,05.

4.8.1.8 Perfil Aterogénico

O perfil aterogénico dos individuos foi calculado utilizando as razbes TG/HDL e
APOB/APOAL. Foram considerados normais os valores da razdo TG/HDL < 2,4 (LUZ et al,
2008; MCLAUGHLIN et al., 2003; REAVEN 2002; ZORCA et al., 2010)e para a razao
APOB/APOAL < 0,9 para meninas e < 0,8 para meninos (JUN et al., 2018; YUSUF et al.,
2004; JUN etal., 2018; SNIDERMAN et al., 2003). Os individuos foram separados de acordo
com valores das razbes e foi realizado teste qui-quadrado para verificar se a distribuicdo de
individuos estava dentro do valor esperado. Foi realizado teste Mann-Whitney para comparar
as médias dos valores das razoes de APOB/APOAL entre os grupos SS e SC. Também foi
aplicado o teste Kruskal-Wallis para comparar as médias dos valores das razbes TG/HDL

entre 0s grupos SS, SC e controle. A significAncia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

4.8.1.9 Influéncia da terapéutica com Hidroxiuréia nos perfis hematoldgico e bioquimico dos

individuos com doenca falciforme

Primeiramente foi realizado teste qui-quadrado para verificar se havia diferenca de
distribuicdo de individuos SS e SC quanto a utilizacdo de HU. Posteriormente, a fim de

verificar se a terapia com HU influenciava os parametros bioquimicos e hematolégicos dos



individuos com AF, os resultados dos exames foram comparados entre aqueles que faziam
uso de HU e que ndo o faziam. Foirealizado teste de normalidade antes de cada analise e para
a verificacdo da associacdo de variaveis continuas com distribuicdo normal foi aplicado o
teste T de Student; para as varidveis continuas comdistribuicdo ndo normal utilizou-se o teste

de U de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

4.8.1.10 Biomarcadores Genéticos

Para o calulo do Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) foi utilizada a calculadora do
programa livre da Enciclopdeia virtual para estudos de epidemiologia genética (Online
Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies- OEGE) desenvolvida por Rodriguez et al
(2009) e disponivel em: http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml.

Para realizar as analises de efeito de dominancia do alelo de menor frequéncia foram
comparados os resultados dos exames laboratoriais dos individuos de genotipo heterozigoto e
homozigotos com os dados dos individuos homozigotos para o alelo comum. Para as analises
de efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia foram comparados os resultados dos
exames dos individuos homozigotos com os resultados dos individuos homozigotos selvagens

somados aos heterozigotos.

Foi realizado teste de normalidade antes de cada andlise e para a verificacdo da
associacdo de variaveis continuas com distribuicdo normal foi aplicado o teste T de Student;
para as variaveis continuas com distribuicdo ndo normal utilizou-se o teste de U de Mann-
Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05. Também foi verificado
efeito de domindncia e recessividade, pelo teste do qui-quadrado, dos alelos de menor
frequéncia dos genes ANGPTL4, APOA5, TNFA e ZNF259 sobre a concentracdo de HDL.
Outra analise realizada foi a avaliacdo da distribuicdo dos genétipos do gene TNFA rs1800629

no modelo de domin&ncia em relagéo ao uso da terapia com HU entre os individuos com DF.
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4.8.1.11 Influéncia da co-heranca de Alfa Talassemia

Foi realizado teste qui-quadrado para verificar a distribuicdo de individuos portadores
de delecédo (Ges) de alfa-tal de acordo com o gendtipo SS e SC. Para avaliar se a co-heranca
com a alfa-tal influenciava os parametros hematolégicos e bioguimicos dos individuos com
DF, foram comparados os resultados dos exames dos individuos portadores de delecdo (Ges)
para alfa-tal com os individuos isentos de delecBes. Foi realizado teste de hipdteses para
verificar se havia diferenca significativa entre ter delecdo (6es) do gene HBA ou ndo, entre 0s
parametros bioquimicos e hematologicos.Foi realizado teste de normalidade antes de cada
analise e para a verificacdo da associacdo de variaveis continuas com distribuicdo normal foi
aplicado o teste T de Student; para as varidveis continuas com distribuicdo ndo normal
utilizou-se o teste de U de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida emp <
0,05. Também foi verificado efeito de co-heranca da delecdo do gene HBA sobre a

concentragdo de HDL pelo teste do qui-quadrado.

4.9 FINANCIAMENTO

A aquisicdo de materiais consumiveis de laboratdrio e 0 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
Tecnolégico (CNPq), da FAPEMIG (EDITAL 14/2013 - Programa de pesquisa para 0 SUS -
PPSUS - Processo CDS - APQ-03522-13) e recursos da UFJF. As bolsas de iniciacdo
cientifica (BIC) para os estudantes de graduacgdo envolvidos no estudo foram financiadas pela
FAPEMIG ou pela UFJF (através de Editais da Prd-reitora de Pos-graduacdo e Pesquisa nos
anos de 2015, 2016 e 2017). A UFJF através do seu programa de incentivo a qualificacdo de

servidores (PROQUALLI) concedeu bolsa para a mestranda que também é servidora.
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5. RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DA POPULACAO ESTUDADA

Os individuos participantes deste estudo foram pacientes cadastrados noshemocentros
Regionais de Governador Valadares e de Uberaba da Fundacdo Hemominas. Os ndmeros de

individuos que participaram da pesquisa estdo descritos nas Figuras 15 e 16.

Figure 15: Fluxograma do nimero de individuos que participaram da pesquisa
cadastrados e acompanhados no Hemocentro Regional de Governador Valadares

Doenca Falciforme (HbSS + HbSC)
Hemocentro de Governador Valadares

[ 195 pacientes cadastrados nascidos entre 01/01/2001 e 31/12/2010 ]

|
[ Sujeito da pesquisa: ]

149 (76,41%)

T~

Excluidos: 8
(4,10%)

Incluidos: 141
(72,31%)

B N HbSS: 80 HbSC: 61
Obito: 1 Hipertransfusdo: 7 (56,74%) (43,26%)

N: NUmero de participantes; HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC

A populacédo do estudo consistiu de um total de 155 criangas com DF, divididas entre
0s Hemocentros Regionais de Governador Valadares (GV) (141) e de Uberaba (UB) (14),
sendo 90 com AF - HbSS (GV: 80, UB: 10) e 65 com Hemoglobinopatia HbSC (GV: 61, UB:
4), 55,5% do sexo masculino. A media geral de idade foi de 12,54 anos (dp: 2,72), mediana:
12,77 anos. Grupo SC: média 12,70 anos (dp: 2,54), mediana: 12,9 anos; Grupo SS: média
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12,43 anos (dp: 2,84), mediana: 12,71 anos. J& o grupo controle para os dados dos exames de
lipidograma contou com 40 individuos com média de idade 12,98 anos (dp: 2,34), sendo

62,5% de meninos. Os dados demogréaficos estdo detalhados na Tabela 15.

O ndmero de individuos com DF que tiveram exames laboratoriais extraidos de
prontuario, exames bioquimicos realizados em laboratorio de analises clinicas acreditado,
genotipagem de polimorfismos genéticos, genotipagem para alfa-tal, resultado de DTC e o

namero de individuos que ndo realizaram as analises encontram-se na tabela 16.

Figure 16: Fluxograma do numero de individuos que participaram da pesquisa,
advindos do Hemocentro Regional de Uberaba e o nimero de individuos analisados

Doenca Falciforme (HbSS + HbSC)
Hemocentro de Uberaba

Sujeitos da pesquisa nascidos entre: 01/01/2001 e 31/12/2010
N: 14

HbSS: 10 HbSC: 4
(71,43%) (28,57%)

N: Numero de participantes; HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC

Tabela 15: Dados de mograficos dos participantes da pesquisa

Idade - Sexo _
Grupo Hemocentro N % Média Dp \ Femin (I;(I)O \ Mascullozo
uUB 14 9,00 5 64,30 9 35,70
DF GV 141 91,00 64 45,40 77 54,60
Total 155 100 12,54 2,72 69 44,50 86 55,50
uUB 10 11,10 5 50,00 5 50,00
HbSS GV 80 88,90 35 43,80 45 56,20

Total 90 100 12,43 284 40 44,40 50 95,60
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Continuagdo da Tabela 15: Dados demograficos dos participantes da pesquisa

Idade Sexo
Grupo Hemocentro s Feminino Masculino
N % Média Dp N % N %

uB 4 6,20 0 0 4 100
HbSC GV 61 93,80 29 47,50 32 52,50
Total 65 100 12,70 254 29 44,50 36 55,40
GV 40 100 15 37,50 25 62,50

Controle

Total 40 100 12,98 2,34 15 37,50 25 62,50

N: nimero de participantes e porcentagem de participantes; n: namero bruto de participantes; GV: Governador
Valadares; UB: Uberaba; DF: doenga falciforme; HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC.

Tabela 16: Descricdo quantitativa dos dados laboratoriais dos individuos estudados

Exame Diagndstico Validos Perdidos
N % N %
Hemoalobina HbSS 87 96,7% 3 3,3%
glool HbSC 64 98,5% 1 15%
HCM HbhSS 87 96,7% 3 3,3%
HbSC 64 98,5% 1 1,5%
VEM HbSS 87 96,7% 3 3,3%
HbSC 64 98,5% 1 1,5%
Hb Fetal HhSS 56 62,2% 34 37,8%
HbSC 24 36,9% 41 63,1%
L euctcitos HbSS 87 96,7% 3 3,3%
HbSC 64 98,5% 1 15%
o, HbSS 87 96,7% 3 3,3%
Reticulocitos
HbhSC 64 98,5% 1 1,5%
. HbSS 87 96,7% 3 3,3%
Neutrofilos
HbSC 64 98,5% 1 15%
Monécitos HbhSS 87 96,7% 3 3,3%
HbSC 64 98,5% 1 1,5%
HbSS 86 95,6% 4 4.4%
Plaquetas
HbSC 64 98,5% 1 1,5%
Ferro HbhSS 70 77,8% 20 22.2%
HbhSC 57 87, 7% 8 12,3%
. HbSS 70 77,8% 20 22.2%
Ferritina
HbSC 59 90,8% 6 9,2%
. HbSS 74 82,2% 16 17.8%
Genotipagem TNFA

HbSC 52 80,0%

[E
w

20,0%




Continuacdo da Tabela 16: Descricdo quantitativa dos dados laboratoriais dos individuos

estudados.
Exame Diagnostico Validos Perdidos
N % N %
Genotipagem ZNF259 HbSS 81 90,0% % 10,0%
Pag HbSC 57 87.7% 8 12,3%
. HbSS 81 90,0% 9 10,0%
Genotipagem ANGPTLA4
HbSC 57 87, 7% 8 12,3%
. HbSS 81 90,0% 9 10,0%
Genotipagem Apoab
HbSC 57 87, 7% 8 12,3%
Alfa Talassemia HbSS 81 90,0% 9 10,0%
HbSC 57 87, 7% 8 12,3%
APOAL HbSS 49 54,4% 41 45,6%
HbSC 30 46,2% 35 53,8%
APOB HbSS 49 54,4% 41 45,6%
HbSC 30 46,2% 35 53,8%
Colesterol total HbSS 59 65,6% 31 34,4%
HbSC 35 53,8% 30 46,2%
HDL HbSS 59 65,6% 31 34,4%
HbSC 34 52,3% 31 47, 7%
N0 HDL HbSS 50 55,6% 40 44,4%
HbSC 31 47 7% 34 52,3%
Triglicerideos HbSS 59 65,6% 31 34,4%
g HbSC 35 53,8% 30 46,2%
e HbSS 38 42,2% 52 57,8%
Bilirrubina total
HbSC 22 33,8% 43 66,2%
e . HbSS 38 42,2% 52 57,8%
Bilirrubina direta
HbSC 22 33,8% 43 66,2%
Bilirrubina indireta HbSS 38 42,2% 52 57,8%
! HbSC 22 33,8% 43 66,2%
L DH HbSS 36 40,0% 54 60,0%
HbSC 21 32,3% 44 67,7%
DTC HBSS 67 74,4% 23 25,6%
HbSC 7 10,8% 58 89,2%

HbSS: Anemia Falciforme; HbSC: Hemoglobinopatia SC; %:
participantes; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio;
LG: leucometria global;, BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BIl: bilirrubina indireta; LDH: Lactato
desidrogenase; APOA1L: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL:
lipoproteina de alta densidade; Nao-HDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos; DTC: Doopler

Transcraniano Cerebral.
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porcentagem. N: Numero de
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5.2 PERFIS HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DOS INDIVIDUOS COM
DOENCA FALCIFORME

Os resultados dos exames hematologicos e bioquimicos de Hb, HCM, VCM,
HbF, LG, reticulocitos, neutréfilos, monocitos, plaquetas, ferro, ferritina, CT, HDL,
Nédo-HDL, TG, BT e BI apresentaram distribuicdo ndo normal. Ja os resultados de
APOA1, APOB, BD e LDH apresentaram distribuicdo normal. O ndmero de individuos
que realizou as analises hematoldgicas e bioquimicas, a média e o desvio padrdo

evalores de p estdo descritos na Tabela 17.

Os resultados dos exames Hb, HCM, VCM, HbF, LG, reticulécitos, neutrofilos,
mondcitos, plaquetas, ferro e ferritina dos individuos HbSC foi significativamente
diferente dos individuos do grupo HbSS (p < 0,001). O grupo HbSC apresentou maior
valor de média de Hb e menores valores de média de HCM, VCM, HbF, LG,
reticulécitos, neutréfilos, mondcitos, plaguetas, ferro e ferritina. Para alguns parametros
bioquimicos, individuos do grupo HbSC diferiram dos do grupo HbSS [BT (p = 0,013),
BD (p = 0,002), Bl (p = 0,019) e LDH (p <0,001)]. Porém ndo houve diferenca
significativa nos valores médios do lipidograma entre os grupos de pacientes HbSS e
HbSC.



Tabela 17: Dados dos exames hematoldgicos e bioquimicos na populagdo de estudo

Doenca Falciforme

Anemia Falciforme

Hemoglobinopatia SC

(HbSS+ HbSC) (HbSS) (HbSC) P
Parametros N Média Dp N Média Dp N Média Dp

Hb g/dL 150 9,43 1,70 87 8,34 1,29 63 10,94 0,82 <0,001*
HCM pg 150 28,96 4,00 87 30,92 3,93 63 26,25 2,09 <0,001*
VCM fL 150 87,18 10,98 87 92,16 1,20 63 80,30 0,73 <0,001*
HbF % 80 11,02 7,80 56 13,41 7,80 24 5,47 4,26 <0,001*
LG /mm# 150  9644,84  3386,76 | 87  10999,77  3326,00 63  7773,75 2467,27  <0,001*
Reticuldcitos % 150 2,61 1,72 87 3,44 1,80 63 1,46 0,59 <0,001*
Neutréfilos /mm3 150 5203,84 1932,34 87 5718,87 2008,11 63 4492,61 1579,18 <0,001*
Mondcitos /mms? 150 469,71 323,93 87 555,81 355,99 63 350,82 227,21 <0,001*
Plaquetas /mm3 149 370444,90 154795,90 | 87 455386,69 124158,70 63 25449257 111333,85 <0,001*
Ferromcg/dL 126 87,20 35,10 70 93,18 40,96 56 79,74 24,36 <0,001*
Ferritina pg/L 128 223,88 609,38 70 225,84 264,12 58 221,51 861,93 <0,001*

APOAL mg/dL 79 107,68 15,47 49 106,47 12,38 30 109,67 19,57 0,376
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Continuacdo da Tabela 17: Dados dos exames hematoldgicos e bioquimicos na populacdo de estudo

Doenca Falciforme Anemia Falciforme Hemoglobinopatia SC p
(HbSS+ HbSC) (HbSS) (HbSC)
Parametros N Média Dp N Média Dp N Média Dp
APOB mg/dL 79 60,67 16,72 49 62,18 18,73 30 58,20 12,69 0,307
CT mg/dL 94 124,16 21,58 59 124,67 21,74 35 123,29 21,58 0,873
HDL mg/dL 93 39,42 7,08 59 38,93 6,43 34 40,26 8,11 0,397
N&o-HDL mg/dL 81 85,14 22,08 50 86,93 24,20 31 82,26 18,17 0,553
TG mg/dL 94 85,76 34,16 59 86,68 37,28 35 84,23 28,59 0,935
BT mg/dL 60 1,94 1,10 38 2,21 1,18 22 1,48 0,76 0,013*
BD mg/dL 60 0,42 0,16 38 0,46 0,16 22 0,34 0,11 0,002*
Bl mg/dL 60 1,52 1,00 38 1,74 1,09 22 1,14 0,71 0,019*
LDH U/L 57 435,21 195,75 36 513,97 201,75 21 300,19 78,85 <0,001*

N: NUmero de participantes; Dp: desvio padrdo; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOAL:
Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de alta densidade HDL; Ndo-HDL: Nao-HDL; TG: Triglicerideos; *
= diferenca significativa.

Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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5.2.1 Correlagdo dos parametros Hematoldgicos e Bioquimicos dos individuos com

doenca falciforme

Os resultados completos das correlagbes de Spearman para DF, HbSS e HbSC
entre os parametros hematologicos e bioquimicos entre si estdo descritos nas Tabelas 18
para DF, 19 para HbSS e 20 para HbSC.

Para os individuos com DF foram encontradas varias correlacfes significativas
entre 0s dados hematoldgicos e bioquimicos. Abaixo destacamos algumas que

consideramos importantes e que estardo presentes na discussao:

e Correlagdo negativa forte entre Hb e reticulocitos (p < 0,001).

e Correlagdes negativas moderadas dos niveis de Hb com LG (p < 0,001), com
neutrofilos (p < 0,001), com mondcitos (p < 0,001), com plaguetas (p < 0,001),
com BT (p = 0,001), com BD (p = 0,001), com BI (p = 0,001) e com LDH (p <
0,001).

e Correlagdo positiva intermediaria de HCM com HbF (p = 0,001), com LG (p <
0,001), com reticuldcitos (p < 0,001), com plaguetas (p < 0,001) e com LDH (p
=0,001).

e Correlagdo positiva intermediaria de VCM com HbF (p = 0,002), com LG (p
<0,001), com reticulécitos (p<0,001), com plaquetas (p<0,001), com ferritina
(p<0,001) e com LDH (p = 0,001).

e Correlacdo positiva fraca de VCM com neutréfilos (0,013), com mondcitos (p =
0,006), com ferro (p = 0,039), e com APOB (0,041).

e Correlacdo positiva intermediaria de LG com reticulocitos (p<0,001), com
plaquetas (p < 0,001), com BT (p = 0,002), com BD (p = 0,009), com BI (p =
0,002) e com LDH (p <0,001).

e Correlagdes positivas intermedidrias de reticuldécitos com neutréfilos (p <
0,001), com mondcitos (p < 0,001), com plaquetas (p < 0,001), com ferritina (p
< 0,001), com BT (p < 0,001), com BD (p < 0,001), com BI (p < 0,001) e com
LDH (p <0,001).

e Correlagdes positivas intermediarias de neutrofilos com plaquetas (p < 0,001),
comLDH (p = 0,007).
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Correlagdes positivas intermedidrias de mondcitos com plaquetas (p <0,001),
comBT (p =0,001), com BI (p =0,001), com LDH (p = 0,006).

Correlagdes positivas intermediarias de plaquetas e ferritina (p < 0,001) e com
LDH (p < 0,001).

Correlagbes positivas intermediarias de CT e TG (< 0,001) e com HDL (<
0,001).

Correlacdo intermediaria positiva entre BT, Bl e BD com LDH (p < 0,001).

Para os sujeitos da pesquisa com AF destacamos as seguintes correlacbes entre

os dados hematoldgicos e bioguimicos:

CorrelacOes positivas intermediarias de Hb com HbF (p =0,001) e com APOAL
(p = 0,013).

Correlacbes negativas intermediarias de Hb com LG (p = 0,001), com
neutrofilos (p < 0,001), com monécitos (p < 0,001) e com LDH (p = 0,001).
CorrelacBes negativas intermediarias de HbF com BT (p = 0,006), com BD (p =
0,030), com BI (p = 0,008)e com LDH (p = 0,018).

Correlagdes positivas intermediarias de reticulécitos com mondcitos (p <
0,001),com BT (p < 0,001), com BD (p = 0,008), com BI (p < 0,001) e com
LDH (p = 0,002).

Correlacdo intermediaria negativa entre reticulocitos e HDL (p = 0,019).
Correlacoes positivas intermediarias de monécitos com BT (p = 0,029), com BI
(p = 0,027).

CorrelacGes intermediarias negativas de APOAL com BT (p = 0,003), com BI (p
=0,002) e com LDH (p = 0,026).

Correlacdo positiva intermediaria entre CT e TG (p < 0,001).

CorrelacOes negativas intermediarias de CT com BT (p = 0,016) e com Bl (p =
0,012).

Correlacdo negativa intermediaria entre HDL e TG (p = 0,003).

Correlagbes positivas intermedidrias de BT (p = 0,001), BD (p = 0,023) e BI
comLDH (p =0,001).

Para os individuos com Hemoglobinopatia SC realcamos as seguintes

correlacdes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos:
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Correlagdes negativas intermediarias de HbF com plaquetas (p = 0,030) e com
APOAL (p = 0,050).

Correlagdes positivas intermediarias de LG e plaquetas (p < 0,001).

Correlagdo positiva intermediéria entre reticuldcitos e ferritina (p = 0,014).
Correlacao positiva fraca entre reticulocitos e monocitos (p = 0,021).
CorrelagOes positivas intermediarias de neutrofilos com plaquetas (p = 0,001) e
comferro (p = 0,014).

CorrelagOes positivas intermediarias de monocitos com plaguetas (p < 0,001) e
comTG (p =0,034).

CorrelacGes positivas intermediarias de ferro com BT (p = 0,017), com BD (p =
0,047), com BI (p = 0,013) e com LDH (p = 0,047).

Correlacdo positiva intermediaria entre ferritinae APOA1 (p = 0,033).
Correlacdo positiva intermediaria de APOAL com CT (p = 0,002) e com Néo-
HDL (p = 0,043).

Correlacdo positiva forte entre APOB e CT (p < 0,001) e com N&o-HDL (p <
0,001).

Correlagdo positiva intermediaria entre HDL e N&o-HDL.



Tabela 18: Correlacdes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos de todos os individuos com doenca falciforme participantes do
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estudo
Doenga Falciforme (HbSS + HbSC)
HCM VCM HbF Reticu locitos Neutréfilos
Parametros R P r P R P R P r P r P r P
Hb g/dL 1,000 -
HCM pg -0,504* <0,001 1,000 -
VCM fL -0,468* <0,001 0,911* <0,001 1,000 -
HbF % -0,71 0,129 0,357* 0,001 0,338* 0,002 1,000 -
LG /mm3 -0,575* <0,001 0,337* <0,001 0,306* <0,001 0,61 0,588 1,000 -
Reticulécitos % -0,708* <0,001 0,554* <0,001 0,465* <0,001 0,151 0,181 0,500* <0,001 1,000 -
Neutréfilos /mm3 -0,416* <0,001 0,228* 0,005  0,203* 0,013 0,077 0,500 0,791* <0,001 0,339* <0,001 1,000 -
Mondcitos /mm? -0,528* <0,001 0,278* 0,001 0,222* 0,006 -0,004 0,973 0,678 <0,001 0,608 <0,001 0,531* <0,001
Plaguetas /mms? -0,614* <0,001 0,450* <0,001 0,439* <0,001 0,099 0,384 0,621* <0,001 0,544 <0,001 0,496* <0,001
Ferro mcg/dL -0,152 0,088 0,206* 0,021 0,184* 0,039 0,166 0,180 0,243* 0,006 0,193* 0,031 0,210* 0,018
Ferritina pg/L -0,279* 0,001 0,279* 0,001 0,305* <0,001 -0,022 0,858 0,152 0,087 0,420* <0,001 0,090 0,310
APOA1 mg/dL 0,163 0,163 -0,023 0,847 0,025 0,833 0,023 0,880 -0,189 0,104 -0,108 0,358 -0,260* 0,034
APOB mg/dL -0,068 0,563 0,166 0,153 0,236* 0,041 0,201 0,191 -0,041 0,728 0,070 0,548 -0,037 0,750
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Continuacédo da Tabela 18: Correlagdes entre os dados hematolégicos e bioguimicos de todos os individuos com doenca falciforme participantes

do estudo.
Doenga Falciforme (HbSS + HbSC)

Hb HCM VCM HbF LG Reticulocitos Neutréfilos

Parametro R P r P R P R P r P r P r P
CT mg/dL 0,028 0,795 0,132 0,215 0,157 0,136 0,063 0637 -0031 0,772 -0,009 0,931 -0,023 0,829
HDL mg/dL 0,144 0,177 -0,045 0,673 -0,047 0,662 -0,003 0985 -0,025 0819 -0,179 0,094 0,008 0,939
N&o-HDL mg/dL 0,076 0,512 0,151 0,191 0,218 0,057 0,147 0,330 -0,050 0,664 0,101 0,380 -0,038 0,744
TG mg/dL -0,057 0,593 0,058 0,585 0,115 0,281 -0,140 0,296 -0,005 0,961 0,029 0,783 -0,063 0,558
BT mg/dL -0,440* 0,001 0,177 0,185 0,187 0,161 -0,103 0,542 0,407* 0,002 0,494* <0,001 0,276* 0,036
BD mg/dL -0,437* 0,001 0,213 0,108 0,248 0,060 -0,078 0,645 0,341* 0,009 0506* <0,001 0,182 0,171
Bl mg/dL -0,421* 0,001 0,171 0,198 0,181 0,173 -0,075 0,659 0,395~ 0,002 0,483* <0,001 0,279* 0,034
LDH U/L -0,632* <0,001 0,492*  <0,001  0,435* 0,001 -0,057 0,743 0,487 <0,001 0,661* <0,001 0,360* 0,007
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Continuacédo da Tabela 18: Correlagdes entre os dados hematolégicos e bioguimicos de todos os individuos com doenca falciforme participantes

do estudo.
Doenga Falciforme (HbSS + HbSC)
Monécitos Plaquetas Ferro Ferritina APOAL1 APOB CT
Parametro R P R P R P R P r P R P r P
Mondcitos /mm? 1,000 -
Plaquetas /mm? 0,499* <0,001 1,000 -
Ferro mcg/dL 0,187* 0,036 0,221* 0,013 1,000 -
Ferritina pg/L 0,213* 0,016 0,306* <0,001 0,200* 0,026 1,000 -
APOA1 mg/dL -0,180 0,122 0,091 0,439 -0,036 0,777 0,226 0,072 1,000 -
APOB mg/dL -0,073 0,533 0,058 0,624 -0,132 0,295 -0,079 0,535 0,079 0,491 1,000 -
CT mg/dL -0,096 0,369 0,157 0,143 -0,087 0,460 -0,059 0,609 0,323* 0,004 0,850* <0,001 1,000 -
HDL mg/dL -0,112 0,294 0,103 0,339 -0,095 0,420 0,101 0,385 0,728* <0,001 -0,124 0,276 0,455* <0,001
Ndo-HDL mg/dL -0,066 0,566 0,056 0,634 -0,093 0,453 -0,023 0,855 0,112 0,325 0,924* <0,001 0,842* <0,001
TGmg/dL 0,075 0,480 -0,005 0,961 0,053 0,651 0,108 0,348 -0,107 0,349 0,494* <0,001 0,301* <0,001
BT mg/dL 0,408* 0,001 0,117 0,188 0,279* 0,045 0,208 0,143 -0,129 0,330 -0,181 0,171 -0,231 0,076
BD mg/dL 0,246 0,063 0,244 0,068 0,177 0,209 0,067 0,638 0,081 0,540 0,033 0,803 0,071 0,589
Bl mg/dL 0,423* 0,001 0,168 0,212 0,279* 0,045 0,217 0,126 -0,148 0,264 -0,188 0,155 -0,251 0,053
LDH U/L 0,367* 0,006 0,517* <0,001 0,264 0,067 0,186 0,206 -0,158 0,244 0,155 0,255 0,074 0,582
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Continuacdo da Tabela 18: Correlacdes entre os dados hematolégicos e bioquimicos de todos os individuos comdoenca falciforme participantes
do estudo.

HDL Nao-HDL TG BT BD Bl

Parametro R P R P r P r P r P r P

HDL mg/dL 1,000 -

Ndo-HDL mg/dL 0051 0579 1,000 -

TG mg/dL -0,260* 0,002 0378 <0,000 1,000 -

BT mg/dL -0107 0415 -0190 0,147 0139 0289 1,000 -

BD mg/dL -0084 0524 0,087 0507  0255* 0,049 0,725 <0,000 1,000 -

BI mg/dL -0122 035 -0204 0117 0128 0331 0993* <0000 0672 <0,000 1,000 -
LDH U/L -0137 0308 0,143 0,290 0166 0218 0557* <0,001 0585* <0,000 0541* <0,001

Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; LG: leucometria global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI:
bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOA1L: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; Nao-
HDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = Diferenca significativa. Correlacdo de Spearman.



Tabela 19: Correlacdes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos de todos os individuos com anemia falciforme participantes do
estudo

Anemia Falciforme (HbSS)

Hb HCM VCM HbF LG Reticulocitos Neutréfilos
Parametro r P r P R p R p r p r p r p
Hb g/dL 1,000 -
HCM pg 0,021 0,847 1,000 -
VCM fL 0,068 0,531 0,897 <0,001 1,000 -
HbF % 0,427 0,001 0,087 0,525 0,0/1 0,601 0,001 -
LG /mm3 -0,414* 0,001 -0,156 0,148 -0,151 0,164 -0,220 0,104 1,000 -

Reticulocitos % -0,290* 0,006 0,169 0,119 0,066 0,544 -0,253 0,160 0,248* 0,020 1,000 -

Neutréfilos /mmé  -0,406* <0,001 -0,093 0,391 -0,122 0,261 -0,111 0,417 0,683* <0,001 0,086 0,426 1,000 -

Monécitos /mm?  -0,429* <0,001 -0,062 0,567 -0,142 0,189 -0,146 0,283 0,593* <0,001 0,582* <0,001 0,396* <0,001
Plagquetas /mm*  -0,177 0,104 -0,061 0,574 -0,079 0,468 -0,221 0,104 0,292* 0,006 0,007 0,947 0,283 0,008
Ferro mcg/dL 0,007 0,951 0030 0,803 -0,057 0,642 -0,010 0,946 0012 0,919 0,149 0,220 -0,019 0,875
Ferritina pg/L 0,051 0,677 0,039 0,747 0,051 0675 -0,126 0,397 -0,069 0,570 0,179 0,139 -0,160 0,186
APOAl1mg/dL 0,360 0,013 0,003 0985 0,005 0976 0,250 0,153 -0,202 0,174 -0,306* 0,036 -0,281 0,056

APOB mg/dL 0,133 0,371 0,020 0,89 0,119 0427 0,223 0,205 -0,221 0,136 -0,015 0,923 -0,147 0,324

100
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Continuacéo da tabela 19: CorrelagGes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos de todos os individuos com anemia falciforme participantes

do estudo.

Anemia Falciforme (HbSS)

Hb HCM VCM HbF LG Reticu locitos Neutréfilos

Pardmetro R P r p R p R p r p r p r p
CT mg/dL 0,083 0539 0,075 0582 0,140 0,299 0,124 0,428 -0,18 0,159 -0,143 0,288 -0,044 0,748
HDL mg/dL 0,085 0,530 0,091 0,503 0,072 0594 0138 0,377 0,067 0622 -0311* 0,019 0,090 0,504
Ndo-HDL mg/dL 0,049 0,740 -0,009 0,951 0,112 0449 0,173 0,321 -0,200 0,172 0,007 0,960 -0,099 0,505
TG mg/dL -0,009 0,946 -0,028 0,837 0,086 0527 -0,182 0,243 -0,087 0,518 0,102 0,451 -0,108 0,423
BT mg/dL -0,281 0,092 -0,134 0,428 -0,109 0,521 -0,510* 0,006 0,293 0,078 0,559* <0,001 0,150 0,374
BD mg/dL -0,109 0,521 -0,173 0,307 -0,092 0,586 -0,411* 0,030 0,221 0,189 0,430* 0,008 0,111 0,515
Bl mg/dL -0,268 0,108 -0,117 0,489 -0,09 0,572 -0,488* 0,008 0,282 0,091 0,561* <0,001 0,133 0,434
LDH U/L -0,523* 0,001 0,128 0465 0,056 0,749 -0,450* 0,018 0,236 0,172 0,505~ 0,002 0,183 0,291
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Continuacéo da tabela 19: CorrelacGes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos de todos os individuos com doenca falciforme participantes
do estudo.

Anemia Falciforme (HbSS)

Monécitos Plaquetas Ferro Ferritina APOAL1 APOB CT

Parametro r p R p R P R p r p r p r p

Monécitos /mm? 1,000 -

Plaguetas /mm? 0,198 0,068 1,000 -

Ferro mcg/dL 0,094 0,438 0,037 0,762 1,000 -

Ferritina pg/L 0,061 0,615 0,084 0,487 0,194 0,113 1,000 -

APOA1 mg/dL -0,196 0,187 0,134 0,375 -0,028 0,866 0,089 0,595 1,000 -

APOB mg/dL -0,202 0,173 -0,125 0,408 -0,140 0,396 -0,140 0,402 -0,049 0,737 1,000 -

CT mg/dL -0,264* 0,048 0,002 0,988 -0,130 0,385 -0,169 0,256 0,172 0,237 0,880* <0,001 1,000 -
HDL mg/dL -0,059 0,663 0,198 0,143 -0,099 0,510 0,065 0,666 0,701* <0,001 -0,269 0,062 0,048 0,715

Néo-HDL mg/dL  -0,155 0,292 -0,123 0,411 -0,090 0,583 -0,144 0,381 -0,068 0,644 0,953* <0,001 0,932* <0,001

TGmg/dL -0,045 0,740 -0,235 0,081 -0,106 0,479 0,046 0,758 -0,191 0,188 0,587* <0,001 0,458* <0,001
BT mg/dL 0,359* 0,029 -0,084 0,626 0,112 0,542 -0,026 0,890 -0,472* 0,003 -0,250 0,131 -0,388* 0,016
BD mg/dL 0,058 0,733 -0,080 0,644 -0,094 0,610 -0,248 0,179 -0,039 0,817 -0,004 0,979 0,027 0,874
Bl mg/dL 0,363* 0,027  -0,080 0,643 0,112 0,541 0,000 0,999 -0,490* 0,002 -0,254 0,123 -0,403* 0,012

LDH U/L 0,266 0,122 0,180 0,308 0,038 0,840 0,022 0,909 -0,372* 0,026 0,034 0,842 -0,031 0,858
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Continuacéo da tabela 19: Correlagdes entre os dados bioquimicos de todos os individuos com doenca falciforme participantes do estudo.
HDL Nao-HDL TG BT BD BI LDH

Parametro r p R p R p R p r p r p r p

HDL mg/dL 1,000 -

Nio-HDL mg/dL -0,292* 0,039 1,000 -

TG mg/dL -0,382* 0,003 0,600* <0,001 1,000 -

BT mg/dL -0,291 0,076 -0,247 0,135 0,239 0,149 1,000 -

BD mg/dL -0,197 0,236 0,044 0,792 0,266 0,107 0,658* <0,001 1,000 -

BI mg/dL -0,300 0,068 -0,259 0,117 0,217 0,190 0,994* <0,001 0,610* <0,001 1,000 -

LDH U/L -0,196 0,253 0,051 0,768 0,191 0,266 0,540* 0,001 0379 0,023 0519 0,001 1,000 -

Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; LG: leucometria global; BT : bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI:
bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOA1L: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; HDL:
néo lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = Diferenca significativa. Correlacdo de Spearman.
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Tabela 20: Correlagdes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos d os individuos com hemoglobinopatia SC participantes do estudo

Hemoglobinopatia SC (HbSC)

Hb HCM VCM HbF LG Reticuldcitos Neutréfilos
Parametro r P r p R p r p r p r p r p
Hb g/dL 1,000 - -0,036
HCM pg -0,036 0,782 1,000 -
VCM fL -0,009 0,947 0,758 <0,001 1,000 -
HbF % -0,182 0,393 0,223 0,295 0,098 0,649 1,000 -
LG /mms3 -0,253* 0,046 0,286* 0,023 0,168 0,187 -0,108 0,614 1,000 -
Reticulécitos % -0,251* 0,047 0,058 0,654 -0,050 0,695 -0,174 0,415 0,219 0,085 1,000 -
Neutréfilos /mm3 -0,057 0,657 0,095 0,457 0,070 0,586 -0,072 0,737 0,851* <0,001 0,185 0,146 1,000 -
Mondcitos /mm? -0,157 0,219 0,123 0,337 0,091 0,479 -0,251 0,238 0,647  <0,001 0,291 0,021 0,498* <0,001
Plaguetas /mm? -0,111 0,386 0,092 0,473 0,133 0,298 -0,444* 0,030 0,499* <0,001 0,150 0,240 0,418* 0,001
Ferro mcg/dL -0,037 0,789 0,183 0,178 0,220 0,103 0,124 0,602 0,287* 0,032 -0,074 0,588  0,325* 0,014
Ferritina pg/L -0,101 0,450 0,217 0,102 0,200 0,133 -0,326 0,139 0,015 0,914 0,320 0,014 0,099 0,460
APOA1 mg/dL 0,108 0,585 -0,150 0,801 0,049 0,804 -0,632* 0,050 -0,138 0,485 0,162 0,410 -0,159 0,420

APOB mg/dL 0,003 0,988 0,313 0,105 0,278 0,152 -0,267 0,455 0,080 0,685 -0,088 0,655 0,003 0,988
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Continuacéo da tabela 20: CorrelacGes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos dos individuos com hemoglobinopatia SC participantes do
estudo.

Hemoglobinopatia SC (HbSC)

Hb HCM VCM HbF LG Reticulocitos Neutrofilos

Parametro r P r p R p r p r p r p r p
CT mg/dL -0,034 0,849 0,226 0,207 0,095 0,599 -0,300 0,277 0,070 0,698 0,064 0,725 -0,110 0,543
HDL mg/dL 0,199 0,274  -0,165 0,368 -0,177 0,331 -0,342 0,231  -0,206 0,257 0,004 0611 -0,093 0,611
Nédo-HDL mg/dL 0,007 0,972 0,347 0,065 0,261 0,172 -0,405 0,216 0,012 0,949 0,037 0,850 -0,103 0,595
TG mg/dL 0,223 0,212 0,329 0,062 0,300 0,090 -0,080 0,776 0,248 0,164 0,042 0,817 0,009 0,959
BT mg/dL -0,081 0,729  -0,104 0,654 -0,012 0,960 0,117 0,765 0,233 0,310 0,075 0,747 0,214 0,352
BD mg/dL -0,096 0,680 -0,053 0,821 -0,020 0,931 0,017 0,966 0,090 0,698 0,115 0,618 -0,058 0,803
Bl mg/dL -0,089 0,701  -0,135 0,561 0,010 0,94 0,183 0,637 0,228 0,320 -0,078 0,736 0,246 0,282

LDH U/L 0,111 0,643 0,320 0,169 0,245 0,297 0,323 0,435 0,500* 0,025 -0,036 0,879 0,294 0,208
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Continuacéo da tabela 20: CorrelacGes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos dos individuos com hemoglobinopatia SC participantes do

estudo.
Hemoglobinopatia SC (HbSC)
Monécitos Plaquetas Ferritina APOAL1 APOB CT
Pardmetro r P r p R p r p r p r p r p
Mon@citos /mm? 1,000 -
Plaquetas /mm? 0,463* <0,001 1,000 -
Ferro meg/dL 0,126 0,356 0,118 0,386 1,000 -
Ferritina pg/L 0,90 0,504 0,116 0,387 0,053 0,697 1,000 -
APOA1 mg/dL -0,093 0,639 0,279 0,151 0,043 0,833 0,420 0,033 1,000 -
APOB mg/dL 0,013 0,946 0,343 0,074 0,230 0,258 -0,036 0,863 0,327 0,078 1,000 -
CT mg/dL 0,030 0,867 0,351* 0,045 -0,240 0,219 0,087 0,646 0,544 0,002 0,802 <0,001 1,000 -
HDL mg/dL -0,198 0,278 0,159 0,386 0,123 0,503 0,333 0,078 0,837  <0,001 0,283 0,130 0,585*  <0,001
Ndo-HDL mg/dL  -0,072 0,710 0,295 0,120 0,273 0,168 0,151 0,453 0,372 0,043  0,842* <0,001 0,936 <0,001
TG mg/dL 0,370* 0,034 0,483* 0,004 0,245 0,209 0,256 0,272 0,070 0,712 0,276 0,140 0,287 0,095
BT mg/dL 0,210 0,360 0,048 0,836 0,527* 0,017 0,321 0,167 0,267 0,243 -0,207 0,369 0,184 0,412
BD mg/dL 0,118 0,610 0,555 0,814 0,449* 0,047 0,288 0,218 0,318 0,160 0,022 0,925 0,033 0,883
Bl mg/dL 0,254 0,266 0,018 0,940 0,543* 0,013 0,305 0,190 0,293 0,197 -0,216 0,347 -0,205 0,361
LDH U/L 0,065 0,784 0,243 0,302 0,462* 0,047 -0,312 0,194  -0,069 0,772 0,384 0,095 0,102 0,661
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CorrelacGes entre os dados hematoldgicos e bioquimicos dos individuos com hemoglobinopatia SC participantes do

estudo.
HDL N&o-HDL TG BT BD BI LDH
Parametro R p R p R p r p r p r p r p
HDL mg/dL 1,000 -
N&o-HDL mg/dL ~ 0,416* 0,020 1,000 -

TG mg/dL 0,062 0,729 0,219 0,236 1,000 -

BT mg/dL 0,117 0603 -0,276 0,213 -0,060 0,789 1,000 -

BD mg/dL 0,171 0,446 0035 0879 0059 0,795 0,733* <0,001 1,000 -

Bl mg/dL 0,000 0690 -0,320 0,147 -0,012 0959 0,980* <0,001 0,659 0,001 1,000 -

LDH U/L -0,008 0973 0191 0,408 0,110 0,636 0,096 0,680 0,244 0,286 0,115 0,620 1,000 -

Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; LG: leucometria global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI:
bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de alta densidade HDL;
N&do-HDL: ndo lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = Diferenca significativa. Correlagdo de Spearman.
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5.2.2Perfil lipidico dos individuos com doenca falciforme comparado ao grupo

controle

Os valores de lipidograma (CT, HDL, ndo-HDL e TG) apresentaram distribuicéo
ndo normal para a populacdo de estudo que possui DF (grupos HbSS + HbSC) e grupo
de individuos controle sem a DF. Foi encontrada diferenca significativa entre 0s grupos
de individuos SS, Sc e saudaveis para CT (p<0,001) e HDL (p<0,001) (Tabela 21).

Por outro lado, as médias dos valores de TG dos individuos dos trés grupos
apresentaram-se dentro do valor da normalidade (<130mg/dL para criangas maiores de
10 anos e <100mg/dL para criancas de até 10 anos). Ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,257) e a razdo de chance também ndo deu
significAncia. Em suma, os pacientes dos Hemocentros Regionais de Governador
Valadares e de Uberaba, participantes deste estudo, ndo apresentaram predominio de
hipertrigliceridemia, visto que apenas 8,51% dos individuos com DF apresentaram
hipertrigliceridemia (Tabela 22). Apesar dos individuos ndo apresentarem predominio
de hipertrigliceridemia, realizamos a analise dos perfis hematoldgicos e bioguimicos em
relacdo aos niveis plasmaticos de TG, apenas para o grupo DF. Apresentaram
distribuicdo normal: HbF, LG, neutrofilos, plaquetas, APOAl, BD e LDH.
Apresentaram distribuicdo ndo normal: Hb, HCM, VCM, reticulocitos, mondcitos,
ferro, ferritina, APOB, CT, ndo-HDL, HDL, BT e BIl. Os resultados encontram-se na
Tabela 23. Ocorreu aumento de mais de 53% nos niveis de LDH quando os TGs

estavam acima do limite aceitavel (p = 0,015).

Posteriormente, afixou-se o valor normal de referéncia para o HDL de 40 mg/dL
e separou-se 0s individuos que possuiam valores superiores e inferiores a este. Foi
encontrado que 64,52% dos individuos com DF apresentaram HDL < 40 mg/dL.
Compararam-se 0s trés grupos (SS, SC e controle) e foi encontrada diferenga
significativa (p < 0,001) entre o numero de individuos que possuiam valores superiores
ou iguais e inferiores a 40 mg/dL (Tabela 24), sendo que os individuos do grupo SS
apresentaram mais individuos com HDL < 40 mg/dL. AlEm disso, individuos HbSS e
HbSC apresentaram razdo de chance de 0,110 e 0,197 vezes maior de apresentarem
HDL < 40 mg/dL, respectivamente, quando comparados ao grupo controle. Foi também
verificada que ha uma ordenacdo crescente de percentual de individuos entre 0s grupos
HbSS, HbSC e sem DF (Figura 17).
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Tabela 21: Dados das concentracdes de lipoproteinas e triglicerideos dos individuos com doenca falciforme comparados aos individuos
controle

HbSS + HbSC + HbSS HbSC Controle
Controle
p
N Media Dp N  Média Dp N  Media Dp N  Media Dp
CT mg/dL 134 133,28 2798 | 59 12467 21,74 35 12329 2158 40 154,73 29,80 <0,001*

HDL mg/dL 133 42,49 988 |59 38,93 6,43 34 40,26 811 40 49,63 11,73 <0,001*
N&o-HDL mg/dL | 121 85,63 22,19 | 50 86,93 2420 31 8226 1817 40 10460 27,25 0,618

TG mg/dL 134 86,29 3530 | 59 86,68 3728 35 84,23 2859 40 87,53 3825 0,937

CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; Ndo-HDL: néo lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos. * = diferenca significativa. A diferenca foi

encontrada entre os grupos HbSS, HbSC e controle.
Teste Kruskal-wallis.



Tabela 22: NUmero e porcentagem de individuos que apresentaram niveis de
Trigliceridios normais e alterados
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TG normal TG alterado Total RC IC 95% P
DE HbSS 53 (44,54%) 6 (40,00%) 59 (44,03%) 1874 0579-6,060
HbSC 33 (27,73%) 2 (13,30%) 35(26,12%) 3500 0676-18,113 0,257
Controle 33 (27,73%) 7 (46,70%) 40 (29,85%)
Total 119 (100%) 15 (100%) 134 (100%)

HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC; TG: triglicerid ios; TG Normal: TG < 100 mg/dL
para 0-9 anos e TG <130 mg/dL para 10-19 anos; TG alterado: TG > 100 mg/dL para 0-9 anos e TG>
130 mg/d L para 10-19 anos. RC: razdo de chance; IC: intervalo de confianga.

Teste qui-quadrado p = 0,257.

Tabela 23: Analise dos niveis plasmaticos de triglice ridios em relacdo os
parametros hematologicos e bioquimicos

Doenca Falciforme (HbSS+ HbSC)

TG < 100 mg/dL para 0-9 anos

TG > 100 mg/dL para 0-9 anos

Parametro TG <130 mg/dL para 10-19 anos | TG > 130 mg/dL para 10-19 anos p
N Media (dp) N Media (dp)

Hb g/dL 83 9,47 (1,68) 8 8,66 (1,37) 0,210
HCM pg 83 29,77 (4,18) 8 30,44 (2,80) 0,385
VCM fL 83 89,51 (11,74) 8 91,12 (11,51) 0,604
HbF % 51 11,39 (7,87) 7 7,78 (5,10) 0,245
LG /mm?3 83 9372,94 (3120,30) 8 10108,36 (2475,92) 0,520
Reticuldcitos % 83 2,88 (2,01) 8 2,60 (0,98) 0,795
Neutrdfilos /mm3 83 4973,54 (1693,18) 8 5053,66 (1407,22) 0,897
Mondc itos /mm3 83 476,48 (371,98) 8 523,58 (347,21) 0,466
Plaquetas /mm3 82 377102,01 (159669,90) | 8 446683,25 (152093,21) 0,241
Ferro mcg/dL 69 92,18 (37,85) 7 75,01 (23,18) 0,285
Ferritina pg/L 71 274,81 (804,78) 7 140,06 (62,76) 0,841
APOA1 mg/dL 72 107,35 (15,81) 7 111,14 (11,68) 0,539
APOB mg/dL 72 59,69 (16,58) 7 70,71 (15,78) 0,086
CT mg/dL 86 123,11 (21,43) 8 135,41 (21,27) 0,093
HDL mg/dL 85 39,68 (7,22) 8 36,63 (4,84) 0410
N&o-HDL mg/dL 74 83,83 (21,74) 7 99,00 (22,52) 0,088
BT mg/dL 55 192 (1,14) 5 2,13 (0,54) 0,346
BD mg/dL 55 0,41 (0,16) 5 0,53 (0,81) 0,099
Bl mg/dL 55 152 (1,04) 5 1,60 (0,61) 0,403
LDH U/L 52 415,84 (177 ,49) 5 636,60 (281,51) 0,015*

n: Nimero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular
média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.: reticul6cito; LG: leucometria
global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase;
APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL-c: Colesterol HDL;
CNHDL: Colesterol Nao-HDL; TG: Triglicerideos. * = diferenca significativa.
Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 24: Distribuicdo dos niveis de concentracéo de Lipoproteina de alta
densidade na populagéo estudada

HDL HDL
0,
Grupo >40mg/dL <A0mgfdL Total RC IC 95% p

HbSS 18 (31%)  41(69%) 59 (100%) 0,110  0,042-0,285

DF HbSC 15 (44%) 19 (56%) 34 (100%) 0,197 0071-0552 <0,001*
Controle 32 (80%) 8 (20%) 40 (100%) --- ---
Total 65 68 133 --- ---

HDbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC;HDL.: Lipoproteina de alta densidade;
RC: razdo de chance; IC: intervalo de confianca. * = diferenca significativa.
Teste do qui-quadrado p < 0,001.

Figure 17: Proporcdo de Lipoproteina de alta densidade entre os grupos de
pacientes com doenca falciforme estudados
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HDL: Lipoproteina de alta densidade.
Teste qui-quadrado p < 0,001.
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5.2.3 Analise dos perfis hematoldgicos e bioquimicos em relacdo aos niveis
plasmaticos de lipoproteina de alta densidade

Entre os individuos com DF houve distribuicdo normal para APOAL, BD,
plagquetas e leucdcitos edistribuicdo ndo normal para os demais resultados de exames. O

namero de individuos, valores de média, desvio padrdo e p estdo descritos na Tabela 25.

Observaram-se diferencas significativas em relacdo ao nivel de HDL no grupo
de individuos com DF quando o valor de HDL foi superior a 40 mg/dL para os
seguintes exames: aumento de Hb (p = 0,041), APOAL (p <0,001) e CT (p < 0,001);
reducdo de reticulécitos (p = 0,018) e TG (p = 0,007).

Analisando somente o grupo de pacientes com AF com HDL superior a 40
mg/dL, observou-se diferenga significativa entre os niveis de HDL e maior quantidade
de APOAL (p < 0,001).

Para o grupo HbSC que apresentaram o HDL superior a 40 mg/dL observaram-
se diferencas significativas entre os niveis de HDL e maior Hb (p = 0,049), maior
conteudo de APOAL (p < 0,001), maior nivel de CT (p < 0,001) e de ndo-HDL (p =
0,044).



Tabela 25: Analise dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade em relacéo os parametros hematologicos e bioquimicos
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Doenca Falciforme (HbSS+ HbSC) Anemia Falciforme (HbSS) Hemoglobinopatia SC

Parametro HDL >40mg/dL HDL <40mg/dL HDL >40mg/dL | HDL <40mg/dL HDL >40mg/dL | HDL <40mg/dL
p P p

N Média (dp) N  Média (dp) N Meédia (dp) | N Meédia (dp) N Média(dp) | N Média (dp)
Hbg/dL |30  991(1,83) |59 911(L53) |0041*|17 876(L60) |40 826(0,99) | 0299 |13 11,39(0,79) | 19 10,85 (0,78) | 0,049*
HCMpg |30  2969(461) |59 30,01(3:82) | 0512 |17 32,12 (4,66) | 40 31,45(3,61) | 0333 |13 26,51 (1,82) | 19 26,98 (2,10) | 0448

90,16 94,34 94,17

VCMIL 30 8820(1204) |59 (35 | 0415 |17 TG |40 g1 [0701|13 8016(613) |19 8173(6.13) | 0495
HbF% |19  11,34(899) |38 10,78(7,12) | 0819 |13 1504 (8,49) | 30 12,67(6,71) | 0588 | 6 332(2,26) | 8 377(3,02) | 0852

9712,27 10461,89 10479,97 7208,18 8096,10

3 ’ ’ ' ’ ’

LG/mme | 30 905195(328076) | 59 gcite | 0340 (17 gunees (40 g 0984113 2o |19 pogran | 0238
Ret'c‘j/'ooc'tos 30 231(1L,50) |59 317(210) |0018* |17 302(1,63) |40 391(212) |0053 |13 139(053) |19 1,64(0,83) | 0383

Neutréfilos 4837 41 5099,97 5330,41 5310,90 419274 4655,94
mme |30 a7mases) | @es2er) | 900 |17 (177062) |0 (ees77) | 9013|183 (153280) |1° (145015 | 0404

Monécitos 518,02 473,05 584,21 339,33 378,67
e |30 41511(30306) |59 Jorg | 018L |17 oernd (40 ot 0519113 el |19 sl | 0238

Plaquetas 409242,72 378345,65 48834798 443674,34 305797,40 244249 95
mme |20 e211343) | (asa31715) | O3 |17 (12467838) | 30 (125485.40) | %220 | 13 (1a9a2528) | 1 (118067.24) | 0203
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Continuacdo da tabela 25: Analise dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade em relacdo os pardmetros hematoldgicos e

bioquimicos.
Doenga Falciforme (HbSS+ HbSC) Anemia Falciforme (HbSS) Hemoglobinopatia SC
HDL HDL - HDL HDL - HDL HDL
Parametro >40mg/dL <40mg/dL >40mg/dL <40mg/dL >40mg/dL <40mg/dL P
Média Média Média Média Média Média
N N N N N N
(dp) (dp) (dp) (dp) (dp) (dp)
Ferro 86,55 92,83 92,48 97,74 79,14 83,00
megdl |27 (2858) | @ar40) | 9970 |15 o508) |2 @) | %% |2 @000 |10 (2540) | 0423
Ferritina 177.14 317,11 23956 222 61 109,92 512,01
wg |27 qaeszs) | (eeras) | M0 | Y oor7ry | B aso) | 9% | B sase) |1 (ezasy | OO
APOA1 120,28 100,37 . 116,13 101,79 . 12538 97,65 .
mgdl |20 (2700 |0 rsa) | <0001 |16 “ggmy [ (qpes | <0001 |13 (g0 |1 (q37p) | <0001
APOB 56,28 63,21 51,63 67,30 62,00 55,29
mydl |2 @221 |50 sag) | 0194 |16 (129 [B (932 | 00077 118 987 |17 (407 | 0086
14325 123.72 X 121,75 129,94 134,68 113,66 )
CTmydL |65 oo |88 ein [ <0001% [18  o7on |41 oien | 0884 15 (j3eg 19 loyp | <0001
Nao-HDL 84,44 86,88 73,63 93,20 87,00 78,35
mgdl | %% (o985 | as0) | 298 |10 (1753 [ (ass) | 0006 |14 i5sy |1 (1046) | 0044
78,62 93,65 . 65,50 95,98 . 84,53
Tomgd (65 000 |68 soee | 0007 |18 gved |4l g | 000w |15 520 |19 84(3090) | 08lL
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da tabela 25: Andlise dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade em relacdo os pardmetros hematoldgicos e

bioguimicos.
Doenca Falciforme (HbSS+ HbSC) Anemia Falciforme (HbSS) Hemoglobinopatia SC
Pardmetro | HDL >40mg/dL | HDL <40mg/dL HDL >40mg/dL | HDL <40mg/dL HDL >40mg/dL | HDL <40mg/dL
P P p
N Meédia (dp) | N Média (dp) N Meédia (dp) | N Média (dp) N Média (dp) | N Média (dp)
BTmg/dL |24 1,72(0,90) | 36 207(121) | 0319 |15 178(0,91) |23 246(227) | 0107 |9 16(092) |13 139(0,65) | 0,647
BD mg/dL |24 040(0,18) | 36 041(0,13) | 0656 | 15 043(0,20) | 23 047(0,13) | 0299 | 9 037(0,13) | 13 032(0,1) | 0313
Blmg/dL |24 130(0,80) | 36 165(1,11) | 0261 |15 137(0,77) | 23 198(1,21) | 0083 | 9 1,23(0,30) | 13 1,08(0,58) | 0,744
400,48 458,71 461,64 547,26 305,33 296,33
LDH U/L 0,305 0,311 0,862
(200,03) (192,21) (230,12) (179,08) (85,08) (71,82

n: Namero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.:
reticuldcito; LG: leucometria global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; Bl: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOAL: Apolipoproteina Al; APOB:
Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL-c: Colesterol HDL; CNHDL: Colesterol N&do-HDL; TG: Triglicerideos. * = diferenca significativa.
Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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5.2.4 Perfil aterogénico dos individuos estudados

Foi encontrada diferenca significativa entre as médias da razdo aterogénica
TG/HDL entre os trés grupos analisados, embora a razdo entre eles ndo alcancou o valor
de risco aterogénico. Quando foi realizada a analise dos pares para a razdo TG/HDL foi
encontrada diferenca significativa apenas entre os grupos controle versus HbSS (p =
0,022), as analises dos demais pares ndo alcancaram significancia estatistica (HbSS
versus HbSC p = 0,765; controle versus HbSC p = 0,054). Entretanto, ndo foi observada
diferenca significativa entre a razao aterogénica APOB/APOAL (Tabela26).

Tabela 26: Razbes aterogénicas em individuos com doenca falciforme, comparados
ao grupo controle

Razoes/ Média

Valor de risco Grupo N da razdo dp P
APOB/APOA1 HbSS 49 0,59 0,19
>0,9 para
homens e HbSC 30 0,54 0,13 0,198
>0,8 para
mulheres
/ HbSS 59 2,33 1,19
TG/HDL
o2 HbSC 34 2,19 0,99 0,049*
’ Controle 40 1,90 1,02

HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC; N: nimero de individuos; dp: desvio padrdo. * =
diferenca significativa.
Teste T de Students e Teste Kruskal-Wallis.

Com relacdo ao indice APOB/APOAL dos individuos com DF apenas oito
individuos apresentaram risco aumentado, por possuirem a razio APOB/APOAL
superior a 0,9 e 0,8 para homens e mulheres, respectivamente, ndo sendo encontrada
diferenca significativa quando comparados os individuos com indices superiores e

inferiores ao valor de referéncia tanto para HbSS quanto para HbSC.
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Tabela 27: Resultado da raz&o ate rogénica Apolipoproteina B/Apolipoproteina Al
nos individuos estudados

APOB/APOA1 APOB/APOA1
< 0,9 meninos e < 0,8 meninas | > 0,9 meninos e > 0,8 meninas P
HbSS HbSC HbSS HbSC
N 42 29 7 1 >0,05
% 89,36 96,67 10,64 33,33

N: nimero de individuos; HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC.
Teste qui-quadrado.

Com relacdo ao indice TG/HDL dos individuos HbSS, HbSC e controle ndo foi
encontrada diferenca significativa quando comparados os individuos com indices
superiores e inferiores a 2,4 (p > 0,05) (Tabela 28).

Tabela 28: Resultado da razio Triglice rideos/Lipoproteina de alta densidade nos
individuos estudados

TG/HDL<24 TG/HDL > 2,4 P

HbSS HbSC Controle HbSS HbSC Controle

N 37 24 30 21 9 9
>0,05

% 6491 72,73 76,92 35,09 27,27 23,08

N: nimero de individuos; HbSS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC.
Teste qui-quadrado.
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5.3 INFLUENCIA DA TERAPEUTICA DA HIDROXIUREIA NOS PERFIS
HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DOS INDIVIDUOS COM DOENCA
FALCIFORME

Houve diferenca significativa entre os grupos HbSS e HbSC emrelacéo a terapia
com HU (p < 0,001) (Tabela 29), tendo o grupo HbSS maior nimero de pacientes em
uso de HU. Individuos HbSS tem 10,280 vezes mais chance de usar HU em relacdo aos
individuos HbSC. Foi avaliado se havia diferenca dos parametros hematologicos e
bioquimicos entre os individuos que estavam em terapia com HU e 0s que ndo faziam

uso.

Tabela 29: NUmero de individuos do estudo em terapia com Hidroxiuréia

Uso de HU Sem HU Total RC IC 95% Valor de p

HDSS 46 (51,11%) 44 (48,89%) 90 (100%)
HbSC 6(923%) 59 (90,77%) 65 (100%)
Total 52(3355) 103 (6645) 155 (100%) -

10,280 4,032-26,213 <0,001*

HU: hidroxiuréia; SS: Anemia Falciforme; SC: Hemoglobinopatia SC; RC: razdo de chance; IC: intervalo
de confianca. * = Diferenca significativa.
Teste do qui-quadrado p<0,001.

Foi encontrada distribuicdo normal para APOAL, leucécitos, APOB, LDH,
HCM, neutrofilos, plaguetas e distribuicdo ndo normal para os demais pardmetros.
Analisando somente os individuos com AF, os que que faziam uso de HU, apresentaram
maiores valores de Hb (p = 0,045), HCM (p < 0,001), VCM (< 0,001) e menores
valores de neutrofilos (< 0,001), BT (p = 0,001), BD (p = 0,012) e BI (0,002). Ocorreu
tendéncia a significancia entre os valores de LG (p = 0,050), LDH (p = 0,074) e HbF (p
=0,76) (Tabela 30).



Tabela 30: Andlise dos resultados de exames bioquimicos e hematoldgicos em
relacdo a terapéutica de Hidroxiuréia no grupo de individuos com ane mia
falciforme (HbSS)
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Em uso de Hidroxiuréia

Sem uso de Hidroxiuréia

Parametro N Média Dp N Média dp P
Hb g/dL 43 8,53 111 44 8,16 144 0,045*
HCM pg 43 32,36 418 44 29,50 311 <0,001*
VCM fL 43 97,24 11,74 44 87,20 8,01 <0,001*

HbF % 37 14,45 743 19 11,36 8,28 0,076

LG /mm3 43 10295,61  3234,18 44 11687,93 3305,66 0,050

Reticuldcitos % 43 343 2,05 44 345 152 0,183
Neutréfilos /mm3 43 4968,34 1710,48 44 6452,34 2023,24 <0,001*
Monéc itos /mm3 43 517,36 336,68 44 593,37 373,92 0,188
Plaguetas /mm3 43 459263,72 13343281 43  451509,65 115597,15 0,774
Ferro mcg/dL 33 91,31 44,58 37 94,83 37,99 0,592
Ferritina pg/L 33 304,23 358,26 37 155,92 94,66 0,119
APOA1 mg/dL 32 107,52 13,07 17 104,46 11,02 0416
APOB mg/dL 32 63,63 19,34 17 59,46 17,74 0,466
CT mg/dL 39 126,27 22,10 20 121,56 21,22 0,400
HDL mg/dL 33 88,57 24,38 17 83,75 24,23 0,499
Ndo-HDL mg/dL 39 39,67 6,71 20 37,50 5,76 0,232

TG mg/dL 39 87,22 39,74 20 85,60 32,87 0,962

BT mg/dL 24 1,77 091 14 9,94 1,25 0,001*

BD mg/dL 24 041 013 14 0,55 0,16 0,012*
Bl mg/dL 24 136 083 14 240 118 0,002*
LDH U/L 23 468,81 197,88 13 593,85 190,02 0,074

HU: hidroxiuréia; APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; CHDL.:
Colesterol HDL; CNHDL: Colesterol Ndo-HDL; TG: Triglicerideos; n: nimero de participantes; Dp:

desvio padrdo. * = Diferenga significativa.

Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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5.4BIOMARCADORES GENETICOS

As andlises de genotipagem foram realizadas para os polimorfismos dos quatro

genes selecionados. A figura 18 ilustra graficamente uma das analises de genotipagens.

Figure 18: Resultado grafico ilustrativo de uma das analises de genotipagem por
reacdo em cadeia da polimerase emtempo real (QPCR)

Alelo 2 / Alelo 2

/ -

Alelo 1/ Alelo 1

® Alelo 1/Alelo 1 (54) @ Alelo 1/Alelo 2 (36) @ Alelo 2/Alelo 2 (4) Nao amplificado (2)

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.

5.4.1 Gene ANGPTLA4 rs116843064

A genotipagem do polimorfismo rs116843064 do gene ANGPTL4 foi realizada
em 138 sujeitos da pesquisa. Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas
encontram-se na Tabela 31. Os genotipos estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) (p > 0,05).
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Foi realizada a analise descritiva dos parametros laboratoriais dos alelos Ae G
do gene ANGPTL4 rs116843064. Entretanto, foi possivel analisar apenas o efeito de
dominancia do alelo de menor frequéncia (genotipo GA), visto que ndo foi encontrado
nenhum participante homozigoto do alelo raro (AA). As médias, desvios-padrbes e 0s
resultados das andlises estdo apresentados na Tabela 32. Apresentaram distribuicdo
normal: APOAL, BD e LDH e apresentaram distribuicdo ndo normal: Hb, HCM, VCM,
LG, neutr6filos, plaguetas, reticulocitos, monécitos, ferro, ferritina, APOB, CT, HDL,
ndo-HDL, TG, BT e BI.

Foi encontrada diferenca significativa entre os gendtipos de ANGPTL4
rs116843064, com aumento dos niveis de APOAL (p = 0,015) e CT (p = 0,026) e
reducdo de LG (p = 0,032) e mondcitos (p = 0,046) quando se avaliaram os dois
pacientes heterozigotos do alelo de menor frequéncia GA em relacdo aos homozigotos

GG do alelo comum.

A presenca do alelo A de menor frequéncia do gene ANGPTL4 rs116843064
com relagdo aos valores de HDL (> ou < 40mg/dl) foi realizada e os resultados
encontram-se na Tabela 33. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre o
numero de individuos que possuem o alelo A e os que ndo o possuem (p > 0,05).
Entretanto, os individuos portadores do alelo A possuem 0,341 vezes mais chance de
apresentarem a HDL > 40 mg/dL em relacdo aos individuos que ndo apresentam esse

alelo.
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Tabela 31: Distribuicéo genotipica e alélica do polimorfismo rs116843064, do gene ANGPTL4 na populagdo de estudo

Doenca Falciforme N = 138 Anemia Falciforme N = 81 Hemoglobinopatia SC N= 57
Genotipos do gene
ANGPTLA4 rs116843064 Frequéncia N p Frequéncia N p Frequéncia N p
(G/IA)
GG 0,99 136 1 81 0,96 55
GA 0,01 2 >0,05 0 0 0,04 2 >0,05
AA 0 0 0 0 0 0
AA X (GA+GG) Ox1 0x138 - 0x1 0x81 --- 0x1 0 x57 ---
GG x (GA+AA) 0,99 x 0,01 136 x 2 1x0 81x0 0,96 x 0,04 55x2
Alelos
G 0,99 274 1 162 0,98 112
A 0,01 2 0 0 0,02 2

N: nimero de individuos que realizaram a analise.
Teste Qui-quadrado p > 0,05.
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Tabela 32: Avaliacdo do Efeito de Dominancia do alelo de menor frequéncia da
variante rs116843064 do gene ANGPTL4 dos participantes com doencga falciforme

EFEITO DA DOMINANCIA

ANGPTL4 Genotipos
G/A GG GA + AA P
N Media dp N media dp

Hb g/dL 133 943 1,73 2 10,97 113 0,271
HCM pg 133 29,25 398 2 25,24 0,65 0,102
VCM fL 133 87,86 11,01 2 79,68 2,72 0,256

HbF % 77 11,02 795 0
LG /mm? 133 9702,17 3397,96 2 5181,50 41507  0,032*
Reticulécitos % 133 2,68 1,80 2 1,62 0,63 0,390
Neutréfilos /mm3 133 522488 1940,15 2 3690,60 985,14 0,248
Monbcitos /mm3 133 484,99 334,76 2 186,75 55,15  0,046*
Plaquetas /mms? 132 37249940 156016,75 2 195350,00 88883,32 0,114
Ferro mcg/dL 113 88,05 35,82 2 71,47 29,97 0,538
Ferritina pg/L 115 239,16 641,16 2 119,33 58,93 0,782
APOA1 mg/dL 71 107,01 15,15 2 134,00 141 0,015*
APOB mg/dL 71 59,49 16,35 2 73,00 12,73 0,220
CT mg/dL 68 122,28 20,85 2 159,50 154 0,026*
HDL mg/dL 85 39,09 6,94 2 51,50 9,19 0,053
Nao-HDL mg/dL 73 83,35 21,45 2 108,00 12,73 0,104
TG mg/dL 86 86,59 35,27 2 72,50 23,33 0,604

BT mg/dL 55 193 112 1 1,77 1
BD mg/dL 55 041 0,16 1 043 0,922

BI mg/dL 55 152 1,02 1 134 1
LDH U/L 52 437,92 195,85 1 286,0 - 0,446

n: Numero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular
média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.: reticuldcito; LG: leucometria
global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase;
APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de
alta densidade; Nao-HDL: ndo Lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = diferenga

significativa.

Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 33: Efeito de dominancia e recessividade do alelo A do polimorfismo
rs116843064 do gene ANGPTL4 sobre a concentracdo de lipoproteina de alta
densidade em individuos com doenca falciforme

Niveis de Efeito de dominancia IC
Gene HDL RC g5y P
GA + AA GG Total 0
ANGPTL4  >40mg/dL 2 (100%) 29 (34,11%) 31 (35,63%) 0.251-
rs116843064 0,341 O 458 0,054

(GIA) <40mg/dL  0(0%) 56 (6599%) 56 (64,37%)

Total 2(100%)  85(100%) 87 (100%)

n: nimero de individuos que realizaram a analise; rs: referéncia de SNP; RC: razdo de chance; IC:
inteervalo de confianca.
Teste qui-quadrado.

5.4.2 Gene APOA5rs662799

A genotipagem do polimorfismo rs662799 do gene APOAS foi realizada em 138
sujeitos da pesquisa. Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas encontram-se

na Tabela 34. Os gendtipos estavamem EHW (p >0,05).

Também foram analisados os efeitos de dominéncia e recessividade do alelo de
menor frequéncia do gene APOAS rs662799. Todas as analises, incluindo as médias e 0s
desvios-padrdes estdo apresentadas na Tabela 35. Para o efeito de dominéancia do alelo
G de menor frequéncia, os dados que apresentaram distribuicdo normal foram:
plaquetas, APOA1L, TG, BT, BD e LDH e os dados que apresentaram distribuicdo ndo
normal: Hb, HCM, VCM, HbF, LG, reticuldcitos, neutr6filos, monocitos, ferro,
ferritina, APOB, CT, HDL, ndao-HDL e BI. Nédo foi possivel calcular o efeito de
recessividade do alelo de menor frequéncia do gene APOAS rs662799, visto que apenas
um individuo apresentou homozigose do alelo G. Ndo foram encontradas diferencas
significativas para nenhum dos parametros para o polimorfismo rs662799 do gene
APOAS.

A analise da influéncia do alelo de menor frequéncia G com relacdo aos valores
de HDL (> ou < 40mg/dl) do gene APOADS foi realizada e os resultados encontram-se na
Tabela 36. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre o ndmero de

individuos que possuem o alelo de menor frequéncia e que ndo o possuem (p > 0,05).



Tabela 34: Distribuicéo genotipica e alélica do polimorfismo rs662799, do gene APOA5 na populacao de estudo
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Doenga Falciforme N = 138

Anemia Falciforme N = 81

Hemoglobinopatia SC N = 57

Gendtipos do gene

Frequéncia N P Frequéncia N P Frequéncia N p
APOADS rs662799 (A/G)
AA 0,80 110 0,81 66 0,77 44
AG 0,19 27 >0,05 0,18 14 >0,05 0,23 13 >0,05
GG 0,01 1 0,01 1 0 0
GG x (AG+AA) 0,01 x0,99 1x137 --- 0,01 x0,99 1x80 --- Ox1 0x57 ---
AA X (AG+GG) 0,80 x 0,20 110 x 28 --- 0,81 x0,19 66 X 15 --- 0,23 x0,77 13 x44 ---
Alelos
A 0,89 247 0,90 146 0,89 101
G 0,11 29 --- 0,10 16 --- 0,11 13 ---

N: namero de individuos que realizaram a analise.

Teste Qui-quadrado p > 0,05.
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Tabela 35: Avaliacdo do Efeito de Dominancia do alelo de menor frequéncia do

polimorfismo rs662799 do gene APOADS nos individuos com doenca falciforme

EFEITO DE DOMINANCIA

APOA5 Geno6tipos
AIG AA AG+ GG
n Média & N média o P

Hb g/dL 105 950 173 28 9,30 178 0,649
HCM pg 105 29,39 390 28 38,77 423 0,341
VCM fL 105 88,24 1051 | 28 86,50 12,75 0,163
HbF % 63 11,13 7:88 14 10,51 853 0,620
LG /mm? 105 974037 348226 | 28 927874 317276 | 0549
Reticulécitos % 105 271 187 28 255 151 0,087
Neutréfilos /mm* 105 515200 191025 | 28 537547 291963 | 0745
Mondcitos /mm?® 105 468,23 29730 | 28 537,80 45356 | 0791
Plaquetas /mm® 104 37653402 15553807 | 28 34621129 15492713 | 0361
Ferromeg/dl 87 85,77 3514 | 26 90,14 32,07 0,614
Ferritina pg/L. 89 198,96 24727 | 26 37667 127819 | 0550
APOALmgldL 55 107,84 150 | 18 10750 14,69 0,937
APOBmgidL 55 59,62 1608 | 18 60,61 17,56 0,903
CT mg/dL 68 122,46 2178 | 20 12539 20,20 0,495
HDL mg/dL 63 39,75 769 19 38,05 4,88 0,647
Nio-HDL mg/dL 57 83,24 2154 | 18 86,44 22,17 0,687
TG mg/dL 63 85,40 3649 | 20 89,25 30,11 0,668
BT mg/dL 42 196 115 14 183 103 0,697
BD mg/dL 42 041 0,16 14 0,42 0,16 0,879
BI mg/dL 42 155 103 14 141 0,96 0,590
LDH U/L 39 44708 21332 | 14 40157 13255 | 0459

n: Namero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular
média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.: reticuldcito; LG: leucometria
global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase;
APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de
alta densidade; NAO-HDL: ndo Lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = diferenca
significativa. Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 36: Efeito de dominancia do alelo G do polimorfismo rs662799 do gene
APOAGS sobre a concentracdo de lipoproteina de alta densidade em individuos com
doenca falciforme

Modelo de dominancia

Gene Niveis de Geno6tipos Total RC IC 95% p
HDL
AG+GG  AA
5 % Gl
APOAs  >A0MAIL - oq o090y (38249%)  (35,63%) 0550,
(662799 1733 20F 033
i ) ,
(A/G) <40mg/dL >

(73,68%) (61,76%)  (64,37%)

Toal 19 68 87
ota (100%)  (100%)  (100%)

n: nimero de individuos que realizaram a analise; rs: referéncia de SNP; RC: razdo de chance;
IC: intervalo de confianga.
Teste qui-quadrado.

5.4.3 Gene ZNF259 rs964184

A genotipagem do polimorfismo rs964184 do gene ZNF259 foi realizada em 138
sujeitos da pesquisa. Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas encontram-se
na Tabela 37. Os gendtipos estavamem EHW (p >0,05).

Do mesmo modo, foi realizada a analise descritiva dos parametros laboratoriais
dos alelos da variante rs964184 do gene ZNF259 bem como a verificacdo do efeito de
dominancia e recessividade do alelo de menor frequéncia (Tabela 38). Apresentaram
distribuicdo normal: plaguetas, APOALl, APOB, BT, BD e LDH e distribuicdo nédo
normal: Hb, HCM, VCM, HbF, LG, reticulécitos, neutrofilos, mondcitos, ferro,
ferritina, CT, HDL, ndo-HDL, TG e BIl. Para o efeito de recessividade do alelo,
apresentaram distribuicdo normal: APOAL, BD e LDH e distribuicdo ndo normal: Hb,
HCM, VCM, HbF, LG, reticuldcitos, neutréfilos, mondcitos, plaquetas, ferro, ferritina,
APOB, CT, HDL, ndo-HDL, TG, BT e BI.

Para o efeito de domindncia do alelo G de menor frequéncia da variante
rs964184 do gene ZNF259, foram encontradas diferencas significativas, com aumento
dos niveis de LG (p = 0,026), reticuldcitos (p = 0,010), BT (p = 0,037) e BD (p = 0,001)
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guando comparados os gendtipos CG + GG versus CC. Também para o efeito de
recessividade do alelo G, foi encontrado aumento dos niveis de BD (p = 0,011), quando
comparado o genotipo GG versus 0s gendtipos CG + CC. Foi encontrado efeito dose
dependente do alelo G, quando realizado o teste ANOVA para as concentracdes médias

de BD e este resultado esta ilustrado na figura 19.

Em relacdo aos niveis de BD, foi realizado Teste T de Student entre os
gendtipos: CC versus CG (p = 0,004), CC versus GG (p = 0,001) e CG versus GG (p =
0,199).

A presenca do alelo de menor frequéncia da variante rs964184 do gene ZFN259
com relacdo aos valores de HDL (> ou < 40mg/dl) foi realizada e os resultados
encontram-se na Tabela 39. N&o foram encontradas diferencas significativas entre o

namero de individuos que possuem o alelo G e que ndo o possuem (p > 0,05).

N6s ndo encontramos diferenca significativa entre o namero de individuos que
apresentavam doenca hepato-biliar (colelitiase) e presenca do polimorfismo do gene
ZNF259 (p > 0,05) (Tabela 40).



Tabela 37: Distribuicéo genotipica e alélica do polimorfismo rs964184, do gene ZNF259 na populacédo de estudo
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Doenga Falciforme N = 138

Anemia Falciforme N = 81

Hemoglobinopatia SC N = 57

Gendtipos do gene

Frequéncia N P Frequéncia N P Frequéncia N P
ZNF259 rs964184 (C/G)
CcC 0,67 92 0,62 50 0,74 42
CG 0,30 42 >0,05 0,34 28 >0,05 0,24 14 >0,05
GG 0,03 4 0,04 3 0,02 1
CC x (CG+GG) 0,67 x0,33 92 x 46 0,62x0,38 50x31 0,74 x 0,26 42 x 15
GG x (CG+CCQC) 0,03 x0,97 4 x134 0,04 x 0,96 3x78 0,02 x0,98 1x56
Alelos
C 0,82 226 0,79 128 0,86 98
G 0,18 50 0,21 34 0,14 16

N: namero de individuos que realizaram a analise.

Teste Qui-quadrado p > 0,05.
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Tabela 38: Avaliacdo do Efeito de Dominancia e Recessividade do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs964184 do gene ZNF259

MODELO DA DOMINANCIA

MODELO DA RECESSIVIDADE

ZNF259
/G CcC CG+ GG P CG+CC GG p
n Média Dp n meédia Dp n média dp n meédia dp
Hb g/dL 88 9,63 1,70 45 911 1,79 0,126 130 947 1,73 4 8,70 192 0,388
HCM pg 88 28,93 3,89 45 29,89 409 0,170 130 29,15 3,99 4 31,32 342 0,275
VCM fL 88 87,00 10,53 45 89,58 11,78 0216 130 87,58 11,00 4 94,58 9,69 0,143
HbF % 49 11,88 8,59 28 951 6,56 0287 74 11,19 8,01 3 6,80 561 0,381
LG /mm3 88 922184 431793 45 10467,15 328596 0,026* 130  9590,98 340311 4 12112,50 3079,87 0,111
Reticulécitos
% 88 255 1,96 45 291 143 0,010* 130 2,66 181 4 3,20 1,24 0,226
0
Neutrofilos
- 88  5073,07 203792 45 544540 168743 0133 130 5209,36 195899 4 5519,88 844 58 0,539
mm
Mondc itos
- 88 459,29 301,48 45 529,01 393,31 0222 130 480,06 337,00 4 580,31 237,96 0,245
mm
Plaguetas
e 87 357533,38 158325,68 45 394401,11 148021,62 0418 129 369119,15 155329,31 4  452937,50 169439,19 0,301
mm
Ferro
71 84,22 34,29 42 91,09 34,99 0,189 110 88,08 35,60 4 77,71 46,69 0,890

mcg/dL
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Continuacgéo da tabela 38: Avaliagdo do Efeito de Dominancia e Recessividade do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs964184 do gene

ZNF2509.
MODELO DA DOMINANCIA MODELO DA RECESSIVIDADE
ZNCF/ZSQ cC CG+ GG P CG+CC GG p
n Media Dp n média Dp n média dp n média dp
Ferritina ng/L. 71 16296 15594 44 362,06  1012,49 0,208 112 18441 22466 4 175255 3254,02 0,380
APOA1
mgldL 45 10751 16,08 28 108,14 15,03 0,868 70 107,67 15,67 3 109,67 16,26 0,830
APOB mg/dL 45 59,89 15,67 28 59,82 17,66 0,986 70 60,23 16,39 3 51,33 15,18 0,447
CT mg/dL 54 121,99 20,86 34 12494 22,30 0,569 85 123,51 21,51 3 112,33 14,57 0,496
HDLmg/dL 54 39,35 6,71 33 3942 8,00 0,739 84 39,50 7,26 3 36,00 361 0414
N&o-HDL
46 82,17 21,86 29 86,92 21,18 0,381 72 84,33 21,77 3 76,33 17,79 0,769
mg/dL
TG mg/dL 54 81,85 27,11 34 9329 44,37 0,375 85 86,89 35,07 3 68,67 34,59 0,264
BT mg/dL 37 171 1,03 19 2,36 118 0,037 53 185 1,03 3 3,25 197 0,165
BD mg/dL 37 0,36 012 19 051 0,18 0,001* 53 040 0,15 3 0,64 0,22 0,011*
BI mg/dL 37 1,34 0,95 19 1,84 1,06 0,050 53 1,45 0,94 3 2,61 1,76 0214
LDH U/L 34 400,97 16340 19 496,05 234,24 0,089 50 431,48 193,67 3 494,67 254,29 0,591

n: Nimero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.:
reticulécito; LG: leucometria global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOAL: Apolipoproteina Al; APOB:
Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de alta densidade; NAO-HDL: ndo Lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = diferenca

significativa.

Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.



132

Tabela 39: Efeito de dominancia e recessividade do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs964184 do gene ZNP259 sobre a
concentracdo de lipoproteina de alta densidade em individuos com doenga falciforme

Efeito de dominancia

Gene HDL Genétipos Total RC IC 95% P
CG+ GG cC
ZNF259 >40mg/dL 10 (30,30%) 21 (38,89%) 31 (35,63%)
1,464 0,582-3,681 0,417
rs964184 (C/G)  <40mg/dL 23 (69,70%) 31 (61,11%) 56 (64,37%)
Total 33(100%) 54 (100%) 87 (100%)
Efeito de recessividade
Gene HDL Gendtipos Total RC IC 95% p
GG CG+CC
ZNF259 >40mg/dL 0(0%)  31(36,90%) 31 (35,63%)
0,631 0,536-0,743 0,190

rs964184 (C/G)  <40mg/dL ~ 3 (100%) 53 (63,10%) 56 (64,37%)
Total 3(100%) 84 (100%) 87 (100%)

n:ndmero de individuos que realizaram a analise; rs: referéncia de SNP; RC: razdo de chance; IC: intervalo de confianca.
Teste qui-quadrado.
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Tabela 40: Avaliacdo da presenca de doenca hepato-biliar entre os individuos com DF que apresentaram o alelo G do polimorfismo do

geneZNF259
Gendtipos do Gene Doenca hepato-biliar
Total RC IC 95% p
ZNF259rs964184 (C/G) Ausente Presente

CcC 79 (95,18%) 4 (4,82 %) 83 (100 %)
CG 36 (90,00%) 4 (10,00 %) 40 (100 %) 2,194 9,270 0,211
GG 3 (75,00 %) 1 (25,50 %) 4 (100 %) 6,583  0,553-78,305

Total 118 (92,91 %) 9 (7,09 %) 127 (100 %)

RC: razdo de chance; IC: intevalo de confianca. Teste qui-quadrado.
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Figure 19: Distribuigdo dos genotipos de rs964184 do gene ZNF259 e niveis de
Bilirrubina direta

*p = 0,001
0.7 -

0.64
0,6 *
0.49

0.4 - 0.36

Média de Bilirrubina Direta (mg/dL)

T

(8,8 CG
Genotipos de ZNF259 15964184 (C/G)

T

Rs: Referéncia de SNP. * = Diferenca significativa.
Teste ANOVA.

5.4.4 Gene TNFA rs1800629

Em 126 participantes da pesquisa foirealizada genotipagem do polimorfismo
rs1800629 do gene TNFA. Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas
encontram-se na Tabela 41. Os gendtipos estavamem EHW (p >0,05).

Foi realizada a analise descritiva dos parametros laboratoriais dos alelos do
polimorfismo rs1800629 do gene TNFA bem como a verificacdo do efeito de
dominéncia e recessividade do alelo A de menor frequéncia (Tabela 42). Para 0 modelo
de dominancia apresentaram distribuicdo normal: LG, Plaqueta, APOA1, BT, BD, LDH
e distribuicdo ndo normal: Hb, HCM, VCM, HbF, reticuldcitos, neutrofilos, mondcitos,
ferro, ferritina, APOB, CT, HDL, Nao-HDL, TG e BI; para o efeito de recessividade,
apresentaram distribuicdo normal: plaquetas e neutrofilos e distribuicdo ndo normal: Hb,
HCM, VCM, HbF, LG, reticulécitos, mondcitos, ferro, ferritina, APOAL, APOB, CT,
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HDL, ndo-HDL e TG. Néo foi possivel realizar os testes para BT, BD, Bl e LDH, pois
ndo apresentarem nenhum paciente homozigoto para o alelo de menor frequéncia (AA).

Foi encontrada diferenca significativa (p = 0,027) para BD quando se verificou o
efeito de dominéncia do alelo A do polimorfismo rs1800629 do gene TNFA. A presenca
deste alelo foi associada a um valor médio de BD de 0,53mg/dL, ou seja, 26% maior

que o0 gendtipo GG.

A presenca do alelo de menor frequéncia com relacdo aos valores de HDL (> ou
< 40mg/dL) do gene TNFA foi realizada e os resultados encontram-se na Tabela 43.
N&o foram encontradas diferencas significativas entre 0 numero de individuos que

possuem o alelo de menor frequéncia e 0s que ndo o possuem (p > 0,05).

N&o foi encontrada diferenca entre o ndmero de individuos que utilizam HU e
ndo utilizam HU e presenca do polimorfismo rs1800629do gene TNFA (p > 0,05)
(Tabela 44).

Também ndo foiencontrada diferenca significativa entre o nimero de individuos
que apresentavam doenca hepato-biliar e presenca do polimorfismo rs1800629 do gene
TNFA (p > 0,05) (Tabela 45).
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Tabela 41: Distribuicéo genotipica e alélica do polimorfismo rs1800629, do gene TNFA na populacao de estudo

Doenga Falciforme N = 126

Anemia Falciforme N = 74

Hemoglobinopatia SC N = 52

Gendtipos do gene TNFA

Frequéncia N P Frequéncia N P Frequéncia N P
rs1800629 (G/A)
GG 0,76 96 0,73 54 0,81 42
GA 0,21 27 >0,05 0,23 17 >0,05 0,19 10 >0,05
AA 0,03 3 0,04 3 0 0
GG x (GA+AA) 0,76 x 0,24 96 x 30 -- 0,73 x0,27 54 x 20 0,81x0,19 42 x 10
AA X (GA+GG) 0,03 x0,97 123 x3 - 0,04 x 0,96 3x71 Ox1 0x52
Alelos
G 0,87 219 -- 0,84 125 0,90 94
A 0,13 33 -- 0,16 23 0,10 10

N: nimero de individuos que realizaram a anélise.

Teste Qui-quadrado p > 0,05.
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Tabela 42: Avaliacéo do Efeito de Dominancia e Recessividade do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs1800629 do gene TNFA

GENOTIPOS NO MODELO DE DOMINANCIA

GENOTIPOS NO MODELO DE RECESSIVIDADE

TNFA
GG AA + GA p GA + GG AA p
G/IA
n Média Dp n média dp N média dp n média dp

Hb g/dL 93 9,57 172 29 9,12 183 0,254 120 9,46 1,77 3 8,95 044 0,787
HCM pg 93 29,33 415 29 29,44 3,68 0,700 120 29,22 4,04 3 33,10 243 0,056
VCM fL 93 87,95 11,95 29 88,39 8,86 0501 120 87,72 11,25 3 97,41 9,19 0,089
HbF % 52 10,79 8,59 18 12,63 6,92 0206 67 11,06 827 3 15,91 430 0,155
LG /mm3 93  9599,97 314191 29 1015591 436369 0452 120  9687,32 3408,34 3 1252442 5057,84 0,290
Reticuldcitos % 93 2,59 1,75 29 297 2,03 0454 120 2,60 1,70 3 6,00 326 0,052
Neutrofilos /mm3 93 5265,07 1929,98 29 521541 206101 0616 120  5283,89 1969,98 3 4884,75 172393 0,729
Mon6citos /mmé 93 479,76 351,61 29 498,23 284,33 0419 120 477,36 332,72 3 763,28 34113 0,092
Plaguetas /mm3 93 368909,91 15409219 29 366347,69 14712996 0937 120 36768504 152694,12 3 461722,20 127607,73 0,293
Ferro mcg/dL 80 87,49 35,70 25 78,00 24,48 0404 104 86,52 35,25 2 72,55 3,46 0,561
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Continuagéo da tabela 42: Avaliagdo do Efeito de Dominéncia e Recessividade do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs1800629 do
gene TNFA.

MODELO DE DOMINANCIA MODELO DE RECESSIVIDADE
TNFA GG AA +GA P GA + GG AA p
G/IA
n Média Dp n média dp N média dp n média dp

Ferritina pg/L 79 238,70 742,03 27 169,18 168,98 0879 104 217,35 649,30 3 328,17 406,04 0,742
APOAlmg/dL 59 108,20 14,85 12 102,92 15,06 0266 70 107,66 14,73 1 83,00 0113
APOB mg/dL 59 60,47 15,60 12 54,17 19,42 0,080 70 59,37 16,45 1 62,00 --- 0,761
CT mg/dL 68 123,47 20,86 15 117,87 23,57 0,210 80 122,65 21,63 3 11747 11,58 0,881
HDL mg/dL 68 39,26 7,08 15 39,67 758 0,845 80 39,30 7,01 3 40,33 11,85 0,756
Nao-HDL mg/dL 60 84,57 20,24 12 78,08 28,02 0089 71 83,63 21,75 1 73,00 0,722
TG mg/dL 68 88,12 37,89 15 76,33 24,16 0,216 80 86,68 36,42 3 67,67 10,12 0,365

BT mg/dL 47 181 101 8 249 156 0,116 55 191 112 0 - --- -

BD mg/dL 47 0,39 0,13 8 053 0,27 0,027 55 041 0,16 0 --- - -

BI mg/dL 47 1,42 0,93 8 1,96 1,38 0328 55 1,50 1,01 0

LDH U/L 45 416,89 183,34 7 519,43 252,89 0197 52 430,69 194,35 0

n: Numero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.:
reticuldcito; LG: leucometria global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; Bl: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase; APOAL: Apolipoproteina Al; APOB:

Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL-c: Colesterol HDL; CNHDL.: Colesterol Ndo-HDL; TG: Triglicerideos. * = diferenca significativa.
Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 43: Efeito de dominancia e da recessividade do alelo de menor frequéncia
do polimorfismo rs1800629 do gene TNFA sobre a concentracdo de lipoproteina de

alta densidade em individuos com doenga falciforme

Geno6tipos no mode lo de

Gene HDL dominancia RC IC 95% p
GA + AA GG
TNFA  >40mg/dL 6 (40,00%) 23 (33,82%)
rs1800629 0767  0243-2418 0650
(GIA)  <40mg/dL 9 (60,00%) 45 (66,18%)
Total 15 (100%) 68 (100%)
Gendtipos no modelo de
Gene HDL recessividade RC IC 95% P
AA GA + GG
TNFA  >40mg/dL  1(33,33%) 28 (35,00%)
rs1800629 1077  0093-12,405 0,953
(GIA)  <40mg/dL 2 (66,67%) 52 (65,00%)
Total 3(100%) 80 (100%)

n: nimero de individuos que realizaram a anélise; rs: referéncia de SNP;

intervalo de confianca.
Teste qui-quadrado.

RC: razdo de chance; IC:

Tabela 44: Avaliacdo da distribuicdo dos gendtipos do gene TNFA rs1800629 no
modelo de dominadncia em relacdo ao uso da terapia com hidroxiuréia entre 0s

individuos com doenca falciforme

Genotipos
Modelo de dominancia

Terapia
com HU GG AA +AG Total RC IC 95% p
Sim 36 (37,50%)  9(30,00%) 45 (35,71%)
1,40 0,579-3,387 0,454
Né&o 60 (62,50%) 21 (70,00%) 81 (64,29%)
Total 96 (100%) 30 (100%) 126 (100%)

RC:razéo de chance; IC: intervalo de confianca.
Teste qui-quadrado.
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Tabela 45: Avaliagdo da distribuicdo dos genotipos do gene TNFA rs1800629 no
modelo de dominéncia em relagdo ao acometimento de doenca hepatobiliar entre
os individuos com DF

Geno6tipos Modelo de
dominancia

Doenca

hepato-biliar GG AA +AG Total RC  IC95% p

Ausente 86 (93,48%) 24 (88,89%) 110 (92,44%)
1792 0417-7699 0428
Presente 6(652%)  3(11,11%) 9 (7,56%)

Total 92 (100%) 27 (%) 119 (100%) - -

RC: razéo de chance; IC: intervalo de confianca.
Teste qui-quadrado.

5.5 CO-HERANCA DE ALFA TALASSEMIA

Foi realizada genotipagens de alfa-tal para as variantes a>'Kb ¢ a*? Kb em 138
pacientes com DF participantes do estudo. Foram encontrados 32 individuos (23,19%)
gue portavam ao menos uma delecdo o>'Kb. Nenhum dos participantes do estudo
portava a delecdo o**Kb.A partir do teste do qui-quadrado ndo foiencontrada diferenca
significativa entre os grupos HbSS e HbSC e o nimero de delecbes de alfa-tal. A figura
20 mostra a revelacdo do resultado de um exame de alfa-tal realizado nos pacientes,
como exemplo de resultados. Os valores das frequéncias de alfa-tal em cada grupo estéo

descritos na Tabela 46.

Figure 20: Fotografia do gel de agarose da genotipagem de alfa-tal em individuos
com doenca falciforme

PM Neg P1 P2 P3 P4 P5 P66 P7 P8 P9

2350 pb
2022/2029pb
1800 pb

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

Tabela 46: Distribuicdo de Alfa-talassemia (alelo a>"Kb) na populagio estudada

Alfa-talassemia

Uma Duas Frequéncia Sem

0,
delecdo delecbes de alfa-tal  delecdo RC 1 9% P
21 59
HbSS 0 1 (50%) 027 0
(70%) (5521;4) 0,598 0257-1392 0359
HbSC  9(30%) 1(50%) 018 ()0
30 2 106
OF  oow) @oow) %% o)

DF: doenga falciforme; Hb SS: anemia falciforme; HbSC: hemoglobinopatia SC; RC: razio de chance; IC:
intervalo de confianca.
Teste do qui-quadrado.

Apresentaram distribuicdo normal: APOAL, BD e LG e os demais parametros
apresentaram distribuicdo ndo normal. Foi encontrada diferengca significativa, com
reducéo dos valores de HCM (p = 0,003) e VCM (p = 0,005) para quem possuia alguma
delecdo a>'Kb do gene HBA (Tabela 47).

A presenca de delecdo (6es) do gene HBA com relacdo aos valores de HDL (>
ou <40mg/dl) foi analisada e os resultados encontram-se na Tabela 48. N&o foi
encontrada diferenca significativa entre o numero de individuos com DF que

apresentam alfa-tal e os que n&o a possuem (p > 0,05).

Foi realizada a andlise de verificagcdo se individuos que possuiam alguma
delecdo de gene HBA possuia menor chance de desenvolver doenca hepato-biliar,

entretanto, pelo teste do qui-quadrado ndo foiencontrada diferenga (p > 0,05).
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Tabela 47: Comparacgdo dos perfis bioquimico e hematolédgico de pacientes com DF
e co-existéncia de alfa-talassemia

Sem alfa-Tal Com Alfa-Tal

N Média Dp n média Dp P
Hb g/dL 103 9,57 1,75 30 9,08 1,68 0,196
HCM pg 103 29,83 4,00 30 27,25 3,10 0,003*
VCM fL 103 89,43 11,43 30 82,54 7,23 0,005*
HbF % 67 10,88 8,35 10 11,83 4,66 0,253
LG /mm? 103 9670,61 3341,46 30 9548,99 3706,50 0,864
Reticulécitos % 103 2,71 190 30 2,56 1,40 0,919
Neutrofilos /mm?3 103 5220,62 1968,12 30 512496 1814,01 0,821
Monoc itos /mm3 103 476,23 287,28 30 505,70 470,50 0,353
Plaquetas /mm3 102 36687454 15475962 30 38107498 159358,15 0,684
Ferro mcg/dL 88 85,40 33,85 25 91,61 37,21 0,557
Ferritina pg/L 90 231,79 699,31 25 265,54 371,59 0,136
APOA1 mg/dL 57 107,91 16,55 16 107,19 11,94 0,871
APOB mg/dL 57 59,58 16,07 16 60,89 17,76 0,779
CT mg/dL 69 123,78 21,60 19 120,75 20,81 0,500
HDL mg/dL 58 83,69 21,54 17 85,10 22,33 0,899
N&o-HDL mg/dL 69 88,01 37,20 19 79,95 25,38 0441
TG mg/dL 58 14,71 7,32 15 14,07 753 0,753
BT mg/dL 47 041 0,17 9 043 011 0,542
BD mg/dL 47 143 0,94 9 1,86 133 0,337
Bl mg/dL 45 437,01 202,22 8 424,00 151,37 0913

n: Numero de participantes; Dp: desvio padrdo; Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular
média; VCM: volume corpuscular médio; HbF: Hemoglobina fetal; Ret.: reticulécito; LG: leucometria
global; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; LDH: Lactato desidrogenase;
APOAL: Apolipoproteina Al; APOB: Apolipoproteina B; CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteina de
alta densidade; Nao-HDL: ndo Lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos. * = diferenca
significativa.Teste T de Student ou Teste U de Mann-Whitney.

Tabela 48: Efeito da co-heranca da delecéo do gene HBA sobre a concentracgéo de
lipoproteina de alta densidade em individuos com doenca falciforme

HDL Alfa-tal Sem alfa-tal Total RC IC 95% p
HBA >40mg/dL  5(26,32%) 26 (38,24%) 31 (31,63%) 055
a- 56 (64,37%) 1733 0,337
<40mg/dL 14 (73,68%) 42 (61,76%) 5,378
3,7Kb
Total 19 (100%) 68 (100%) 87 (100%) -

HDL: lipoproteina de alta densidade; RC: razdo de chance;IC: intervalo de confianga. Teste qui-quadrado.
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6. DISCUSSAO

6.1 PERFIL HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DOS INDIVIDUOS COM
DOENCA FALCIFORME

No estudo foi possivel comparar os dados laboratoriais dos grupos HbSS e
HbSC dos pacientes com DF e verificar que, em geral, os valores hematoldgicos e
bioquimicos dos individuos HbSS mostraram pior perfil de marcadores de anemia
hemolitica (nivel de Hb menor) e de indicadores indiretos de hemolise (reticuldcitos,
LDH e bilirrubinas). Achados semelhantes t¢m sido relatados na literatura recente
(DUBERT et al.,, 2017; RICHARD; BILLETT, 2002). Dados comparativos compilados
de wvarios estudos indicaram maior gravidade clinica da AF em relacdo a
hemoglobinopatia SC (NAGEL; FABRY; STEINBERG, 2003; QUINN, 2016).

As médias de Hb e VCM dos pacientes HbSS e HbSC estavam dentro dos
intervalos dos valores relatados por Quinn (2016) e Habara e Steinberg (2016). Da
mesma forma as médias de Hb, VCM, LG e plaquetas de pessoas com gendtipo HbSS
também estavam préximas as descritas no grupo de pacientes estudadas por Teixeira et
al. (2017) com de idade entre 6 e 18 anos e em estado clinico estacionario. Dubert et al.
(2017) encontraram valores menores de Hb para HbSS (7,9 g/dL) e maiores para HbSC
(11,2 g/dL), maiores valores de LDH tanto para HbSS (822 UI/L) quanto para HbSC
(391 UI/L) e com diferencas significativas, resultados diferentes dos encontrados no
presente estudo. Semelhante aos nossos resultados, estes autores também encontraram
diferenca significativa entre os valores de reticuldcitos, LG, plaquetas e BT, com

maiores médias para HbSS em comparacéo a individuos com HbSC.

A média de contagem de reticuldcitos da populacdo HbSS (3,44%) apresentou
valor superior ao valor normal de referéncia. Para o grupo HbSC (1,46%) os valores
médios estavam dentro da normalidade. Novamente se observa outro parametro de
gravidade de anemia que distingue as duas formas da DF. Entretanto, a média da
contagem de reticulocitos nos pacientes HbSS e HbSC foram inferiores aos valores
indicados nas revisdes de Quinn (2016) (HbSS: 10-25%; HbSC: 5-10%) e Habara e
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Steinberg (2016) (HbSS: 8%; HbSC: 3%). Além disso, os valores de reticuldcitos da
populacdo HbSS também estavam valores abaixo dos encontrados por Teixeira et al.
(2017) (7,4%), que estudaram pacientes brasileiros com idade de 6 a 18 anos com
diagndstico HbSS, sendo 50% em uso de HU e Seixas et al. (2010) (7,61%) que
avaliaram criangas HbSS, HbSC e HbSD, sem descri¢cdo do uso da terapia de HU. As
diferencas encontradas poderiam estar relacionadas a varios fatores tais como: terapia
de HU, idade, condi¢Bes nutricionais e variantes genéticas que podem influenciar nos
parametros hematoldgicos e consequentemente na gravidade clinica, como os haplotipos
do gene HBB (SEN, BENIM, CAR), e a co-heranca de alfa-tal. A contagem de
reticulocitos estd correlacionada com hemolise intra e extra vascular, mas reflete
principalmente a resposta da medula 6ssea (DUBERT et al., 2017). A alta contagem de
reticulocitos apresenta-se significativamente associada ao risco de AVC (BELISARIO
et al, 2016a; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011). A cada um por cento a mais na
contagem de reticulécitos, o risco médio de isquemia cerebral aguda aumenta em torno
de 1,3% e o alto risco no DTC aumenta aproximadamente 1,5% em individuos com AF
(BELISARIO et al., 2016a).

Dois parametros indicadores de hemdlise que mostraram diferenca significativa
entre os pacientes dos grupos HbSS e HbSC foi o da enzima LDH e os niveis de BT. A
média de BT com niveis acima de 2 mg/mL nos individuos com AF caracterizou a
hiperbilirrubinemia (CHAOUCH et al., 2013) que pode acarretar doenca hepato-biliar
(CHAAR et al., 2005).

Semelhante a outros estudos, os pacientes HbSC apresentaram menor contagem
de LG e das classes de leucdcitos, menores valores de meédia de HCM, VCM,
bilirrubinas e LDH em comparacdo com o grupo HbSS, dados esses concordantes com
o trabalho realizado por Aleluia et al. (2017a) e Colella et al. (2015). Contagem elevada
de leucocitos, também foi associada com um risco aumentado de AVC em individuos
com AF (BELISARIO et al., 2016a). Belisario et al. (2016a) verificaram que 0 aumento
de mil leucdcitos por milimetro cubico representou umaumento de um ter¢o no risco de

isquemia cerebral aguda em individuos com DF.

Nos pacientes com hemoglobinopatia SC foram encontrados menores valores
médios de ferro e ferritina. Os dados indicam que o grau de anemia hemolitica é mais

acentuado em individuos com AF como ja observado em Varios estudos e nos nossos
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dados citados anteriormente, levando a pior prognostico da doenca. Os valores de
ferritina apresentaram-se muito variaveis. Aléem de ser a principal proteina de
armazenamento de ferro nos tecidos, a ferritina também é uma proteina de fase aguda,
que se eleva quando o individuo é exposto a inflamacdo cronica, infeccdo e disturbios
hepaticos associados a DF(AKINSEGUN et al., 2013; BURHMAN et al., 1978).

Os pacientes HbSS também apresentaram maior contagem de plaguetas em
relacdo aos HbSC. As plagquetas também sdo responsaveis por induzir inflamagdo e
durante eventos vaso-oclusivos na DF € encontrado aumento na ativacdo plaquetaria
(ALELUIA etal., 2017a; WUN et al., 1997).

Os valores médios de HbF da populacdo deste estudo (HbSS: 13,41%; HbSC:
5,47%) foram superiores aos encontrados por Habara e Steinberg (2016) (HbSS: 5%;
HbSC: 2%) e Dubert et al. (2017) (HbSS: 8,3%;HSC: 1%) mas mantiveram a propor¢do
maior em individuos HbSS. A HU é um medicamento que tem como principal acdo a
elevacdo da expressdao de gama-globina (SUMMARELL; SHEEHAN, 2016). Os
valores de HbF mais elevados em ambos os grupos de pacientes poderiam ser
justificados pelo uso da HU em mais de 50% dos individuos HbSS e em apenas 9% de

pacientes HbSC.

Estudo publicado por Rezende et al. (2017) com uma coorte de individuos SC
com mediana de idade de 9,2 anos relataram valores de Hb (10,5 g/dL), VCM (75,8 fL;
p75 de 80,1 fL), HCM (média 24,9 pg; p75 de 26,5 pg) e HbF (4,9%; p75 de 6%)
préximos ou dentro dos valores de p75; mas contagem de reticulocitos (3,4 %), de LG
(11236/mme) e de plaquetas (337098/mm?) superiores se comparados aos individuos

deste estudo.

6.2 CORRELACOES ENTRE VARIAVEIS HEMATOLOGICAS E
BIOQUIMICAS

Quando se analisa individuos com DF, esperam-se correlacdes positivas entre 0s
indices preditores de maior gravidade que indicam maiores niveis de hemolise /

inflamacdo / vaso-ocluséo, conhecidos subfenétipos da doenca. No nosso estudo o valor
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de VCM teve correlacdo positiva com reticulocitos, LG, neutrofilos, mondcitos,
plaquetas, ferritina e ferro. Do mesmo modo, as correlagcdes positivas de LG com
bilirrubinas e de reticuldcitos com plaquetas e ferro, neutréfilos com BT e BI,
monocitos e plaquetas com ferro e ferritina, HCM com HbF, reticulocitos, neutrofilos,
mondcitos, plaquetas, ferro e ferritina, sdo esperadas e explicam a fisiopatologia dos
subfendtipos da DF (ALEXY etal., 2010; ROBERTS-HAREWOOD, 2009).

A LDH é um biomarcador classico de hemodlise intravascular (LAND et al.,
2013) e é considerada marcador diagnéstico e prognoéstico de complicacdes agudas e
cronicas na DF (ALELUIA et al., 2017b; STOJANOVIC; LIONNET, 2016). Neste
estudo, foi observado que a LDH se correlacionou positivamente com outros
biomarcadores classicos de hemdlise, como mondécitos (DF), HCM (DF), VCM (DF),
bilirrubinas (DF e HDSS), e negativamente com Hb (DF e HbSS), semelhante aos
achados de Aleluia et al. (2017b). O aumento de mondcitos pode estar associado com a
hemolise devido ao aumento da atividade fagocitica e remocao do excesso de heméacias
lisadas do sangue periférico (ALELUIA et al., 2017b). O valor normal de Bilirrubina
indireta ou ndo conjugada é: 0,6- 0,9 mg/dL e nossos pacientes estavam com média de
1,14 em HbSC e 1,72 em HbSS. Além disso a correlacdo intermediaria positiva
entre Bl e LDH (p = 0,001), em HbSS mas, ndo em HbSC, indica a hemdlise crbnica e
permanente da AF (TAYLOR et al, 2008). A LDH também se correlacionou
positivamente com reticulocitos (DF e HDbSS), plaquetas (DF), LG (DF e HbSC),
neutr6filos (DF) e se correlacionou negativamente com HbF (HbSS). A correlagdo com
reticulocitos também é esperada, visto que 0 aumento destas células esta relacionado a
maior grau de hemolise (BENDER, 2017; KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007;
QUINN, 2016). A hemolise intravascular estd associada com ativacdo plaquetaria
(STOJANOVIC; LIONNET, 2016), de modo que se torna justificAvel a correlacdo
positiva entre LDH e plaquetas. O aumento de LG e neutréfilos sdo mais observados em
eventos vaso-oclusivos e também infeccdes, que podem ser desencadeados pela
hemolise (SWITZER et al., 2006). A correlacdo negativa de LDH com HbF pode ser
justificada porque maiores niveis de HbF reduzem a polimerizacdo da HbS, reduzindo a
hemolise (AKINSHEYE et al., 2011; HIGGS; WOOD, 2008).

Sobre os dados hematoldgicos nos grupos de individuos com DF, e isolados em
grupos HbSS e HbSC, as correlacbes negativas entre os niveis de Hb e o percentual de

reticulocitos e LG confirmam que, quando a Hb esta mais baixa, num quadro de anemia
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e resposta inflamatdria, ocorre maior atividade proliferativa compensatoria da medula
0ssea, com aumento dos reticulocitos (DUBERT et al., 2017; MANKELOW et al.,
2016).

Também as correlagdes positivas entre: HCM e VCM nos grupos de pacientes
com DF e nos subgrupos de HbSS e HbSC, que pode ser explicada pelo fato de
pacientes com DF geralmente apresentarem anemia normocitica e normocrdémica
(BENDER, 2017), de maneira que esses indices hematimétricos estdo sempre

correlacionados positivamente.

Além disso, na DF e nos subgrupos de HbSS e HbSC, a correlagdo positiva entre
contagem de LG com neutréfilos e mondcitos, indicam presenca de inflamacdo
caracteristica de individuos com DF (ZHANG et al., 2016). A correlacdo positiva entre
LG e plaquetas implica em maior inflamacéo / vaso oclusdo (SWITZER, 2006), pois as
plaquetas também podem desencadear inflamagdo e se ligar a eritrocitos, mondcitos e
neutrdfilos para formar agregados (ZHANG et al., 2016).

O percentual de reticulécitos e a quantidade de mondcitos correlacionados
positivamente em nosso estudo (DF, HbSS e HbSC), implica, possivelmente, em um
quadro de maior inflamacdo e hemdlise. Os mondcitos, na DF estdo anormalmente
ativados e promovem a inflamacdo (ZHANG et a., 2016), além disso, 0s mondcitos
também estdo elevados na DF em decorréncia da hemdlise, visto que hd o aumento da
atividade fagocitica para remocéo do excesso de hemacias lisadas do sangue periférico
(ALELUIA et al.,, 2017b). Os reticulocitos apresentam mais moléculas de adeséo,
tornando-os protagonistas do processo de vaso-oclusdo (SANKARAN, et al., 2010),
alias, os reticuldcitos estdo ligados a hemdlise intra e extra vascular (DUBERT et al.,
2017).

Entre as correlagdes negativas nos individuos com DF destacam-se o nivel de
Hb com o nimero de plaguetas e com niveis de bilirrubinas. A hemolise intravascular
esta associada com vasoconstricdo, ativacdo de plaquetas, dano endotelial e
complicagdo vascular (STOJANOVIC; LIONNET, 2016). De modo que a redugéo da
Hb devido a hemdlise intravascular gera maiores niveis de plaguetas. A reducdo de Hb e
0 aumento de bilirrubinas estdo associados ao subfenétipo hiper-hemolise e disfuncdo
endotelial (DUBERT etal., 2016).
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Os grupos DF e HbSS apresentaram em comum as correlacfes negativas entre:
Hb com neutrofilos, mondcitos e LDH. Essas correlagfes indicam que havia anemia
mais grave pela reducdo de Hb, logo h4 mais marcadores de inflamacdo (neutréfilos e
mondcitos) e de hemoblise (LDH). Esses mesmos grupos apresentaram correlacoes
positivas de reticuldcitos com LG, bilirrubinas e LDH, mondcitos com bilirrubinas e
LDH, e de LDH com BD e, BIl. Estes parametros que indicam quadro de hemdlise /
vasooclusdo / inflamagéo tiveram suas correlagGes significativas somente em HbSS.
Provavelmente, os pardmetros hematoldégicos e bioquimicos implicados nos
subfenotipos da doenca, nos individuos HbSC por apresentarem menor gravidade

clinica, ndo alcancaram significancia para estas correlagdes.

Correlagbes positivas foram encontradas nos grupos DF, HbSS e HbSC da
ferritina com mondcitos e plaquetas, que sdo conhecidos marcadores de inflamacao
(KUTLAR, 2005; ZAGO; PINTO, 2007). Também foi encontrado que a ferritina tinha
correlacdo positiva esperada com ferro, mas também com reticulocitos, HCM e VCM.
As avaliagcbes de VCM, HCM e CHCM podem estar anormais em pacientes com DF
devido a inflamacdo crénica e hemolise associada a doenca, mesmo quando estes
individuos estdo em fase clinica estacionaria e sem perturbacdo do status do ferro
(AKINSEGUN et al., 2013; BURHMAN et al., 1978).

Entre a Hb e ferritina foi observada correlagcdo negativa, no grupo DF, diferente
do achado de Al-Sagladi, Bin-Gadeem e Brabin, (2012) que encontraram correlagéo
positiva entre estes parametros. Entretanto, esses pesquisadores estudaram apenas
pacientes com AF e incluiram no estudo mais de 30% de individuos com complicacfes
em crise aguda e também aqueles que receberam transfusdo. Em nosso estudo
trabalhamos com dados colhidos de prontuario nos dltimos trés meses dos individuos
HbSS e HbSC em estado estacionario da doenca. Geralmente, mesmo em estado
estacionario, as concentragcdes de ferritina podem estar elevadas na maioria das pessoas
com DF, independente se elas receberam nenhuma ou Unica transfusdo esporadica (AL-
SAQLADI; BIN-GADEEM; BRABIN, 2012). De modo que a elevagdo da ferritina, em
DF, pode ocorrer pela presenca de ferro aumentado nas células reticuloendoteliais,
devido a degradacdo excessiva de Hb, que leva ao aumento da sintese e secrecdo de
ferritina (PAKBAZ et al., 2007). Entretanto, somente esse mecanismo ndo pode explicar

a elevacdo de ferritina em individuos com DF (HUSSAIN et al., 1978). Portanto, varios
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fatores diferentes podem levar ao aumento da ferritina, como crises falciformes (AL-
SAQLADI; BIN-GADEEM; BRABIN, 2012), doenca hepatica, infec¢do cronica ou as
inflamagdes  (AL-SAQLADI; BIN-GADEEM; BRABIN, 2012) e transfusbes
(PAKBAZ et al., 2007). Deste modo, a correlagdo da ferritina com a Hb pode estar
positiva ou negativa, dependendo da situagcdo que 0s pacientes apresentam no momento

da dosagem.

6.3 ANALISES DO PERFIL LIPIDICO

A dislipidemia caracterizada pela hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia é um
achado recorrente em individuos com DF. Baixos niveis de colesterol estariam
associados a gravidade da anemia hemolitica na DF (EPHRAIM et al., 2016; SEIXAS,
2010; ZORCA et al., 2010). Além disso, hipertrigliceridemia foi associada com
hemolise, disfuncdo vascular e prevaléncia maior de HP em individuos com DF
(ZORCAetal., 2010).

A andlise do perfil lipidico dos pacientes dos grupos HbSS e HbSC em relacdo
ao grupo controle sem DF revelou niveis significativamente mais baixos de CT e HDL
(p <0,001), indicando que ha um quadro de hipocolesterolemia na nossa popula¢do com
DF. Resultados similares foram relatados por Akinlade et al. (2014), Ephraim et al.
(2016), Shores et al. (2003), Teixeira et al. (2017) e Zorca et al. (2010). Em individuos
HbSS, Alassane et al. (2014), Emokpae et al. (2010), Essohana et al. (2016), Monnet et
al. (1996), Ozturk et al. (2013), Rahimi et al. (2006) e Sasaki et al (1983) também
confirmaram menores valores de CT e HDL. Adegoke et al. (2016) investigando
individuos HbSS confirmaram menores valores de CT, mas ndo de HDL, resultado

semelhante ao encontrado por Ataga et al. (2015) para individuos com DF.

Aleluia et al. (2017a) encontraram diferenca entre os valores de CT entre os
grupos HbSS e HbSC, (HbSS: 122 mg/dL; HbSC: 133,5 mg/dL; p = 0,012) e de HDL
(HbSS: 32 mg/dL; HbSC: 37 mg/dL; p < 0,001) diferente dos nossos resultados em que
esta diferenca ndo foi significativa.
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Uma explicacdo para o desequilibrio de lipidios no plasma de individuos com
DF foi sugerida hd muitos anos por Akinyanju e Akinyanju (1976) que apontaram
distirbio no equilibrio do colesterol de membrana das hemécias, uma vez que,
encontraram uma correlacdo inversa entre o percentual de colesterol plasmatico e de
membrana. Como hemacias ndo sintetizam colesterol é provavel que ocorra uma
reducdo na remocdo de colesterol de membrana ou na troca com lipoproteinas
plasmaticas (NIESOR et al., 2015) em funcdo das alteragdes provocadas na membrana
pela desoxigenacdo dos globulos vermelhos (KAVECANSKY et al., 1995). Segundo
Daak et al. (2011), a hipocolesterolemia observada nos pacientes com DF pode ser um
reflexo do aumento da absor¢cdo do colesterol por membranas de hemécias e

transferéncia reduzida do colesterol para o HDL circulante.

A HDL, além de sua funcdo de transporte reverso do colesterol, também possui
acbes antioxidante e anti-inflamatéria e é considerada, portanto, um biomarcador
independente de inflamacdo, da ativacdo endotelial e do estresse oxidativo, processos
importantes no desenvolvimento e na progressao da aterosclerose (WAN et al., 2015).
Desta forma, a reducdo de HDL observada em individuos com DF seria reflexo
secundério de processos hemoliticos / inflamat6rios agravando os fen6tipos da DF e
sendo consequente fator de risco para aterosclerose. Por outro lado, a diminuicdo dos
niveis de HDL também pode colaborar com aumento de eventos inflamatérios e
oxidativos (HELKIN et al., 2016) agravando a doenga. Aleluia et al (2017a) mostraram
que individuos com DF diminuiram os niveis plasmaticos de lipidios durante o estresse

hemolitico quando comparados com individuos controle.

Zorca et al. (2010) avaliando uma populacdo de até 18 anos de idade, com
diferentes gendtipos de DF, também encontraram correlagcdes negativas entre CT e BT e
HDL e reticuldcitos encontrado como neste presente estudo no grupo de individuos
HbSS. Essas correlages indicam que o aumento do colesterol estid associado a uma
anemia menos grave (ZORCA et al, 2010). No entanto, algumas correlacbes
encontradas nos parametros avaliados por aque les pesquisadores ndo foram coincidentes
com o0s nossos achados (positivas: CT com Hb, HDL com Hb, TG com LG; negativas:
CT com reticuldcitos, HDL com BT e LG, TG e Hb), embora, assim como neste estudo,

eles ndo encontraram correlacbes entre CT com LG, TG com reticulocitos e BT.
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Emokpae e Kulia-Gwarzo (2011) estudaram pacientes com DF em estado clinico
estacionario da doenca, e assim como neste estudo, ndo encontraram correlacbes de
HDL com Hb, LG, plaquetas, VCM, HCM e neutr6filos. Entretanto, diferente dos
nossos achados, estes autores ndo encontraram correlagcdo entre HDL e CT (r = 0,079; p
= 0,06) e HDL e TG (r = 0,078; p = 0,06). Estas variacOes devem refletir o perfil
diferente das populacdes em relacdo a etnicidade, influéncias de fatores genéticos e

regime alimentar e terapéutico.

Considerando que as alteracdes nos niveis de lipidios ndo sdo causais, mas
refletem o quadro geral da AF, correlagdes negativas de CT com BT, Bl e monécitos, de
HDL com ndo-HDL e reticulocitos nos individuos HbSS, sugerem que o aumento do
colesterol (total e HDL) poderia ser consequéncia dos baixos niveis de marcadores de
hemolise (reticuldcitos, BT e Bl) e de inflamacdo (mondcitos). Sendo causa ou
agravante da doenga, os resultados indicam a HDL como um importante marcador da
gravidade da doenca (ZORCA et al., 2010).

Maior proporcdo de individuos HbSS (69%) apresentavam HDL inferior a 40
mg/d se comparados aos grupos HbSC (56%) e controle (20%). Valores mais baixos de
HDL poderiam ser um fator de risco que contribuiria para acentuar a gravidade da AF e
risco de aterosclerose em relagio a HbSC. Emokpae e Kulia-Gwarzo (2014)
encontraram em seus estudos, envolvendo individuos com DF, mais de 70% deles
classificados como graves com HDL inferior a 40 mg/dL. Por outro lado, no grupo
classificado como moderado-leve em torno de 60% dos individuos apresentaram HDL

dentro do valor da normalidade.

Shores et al. (2003) relataram menor risco de hemolise e anemia naqueles
pacientes que possuiam maiores valores de HDL seguindo um raciocinio de causa. No
entanto, embora a equipe de Ataga et al (2015) tenha também encontrado niveis
menores de CT e sem diferenca nos niveis de HDL em pacientes com DF, quando estes
foram agrupados de acordo com a gravidade da doenca (SS/SP° talassemia versus
SC/SB* talassemia), ndo detectaram diferencas estatisticamente significativas nos niveis
de CT, HDL ou pro-HDL.

Nosso estudo mostrou maiores niveis de Hb nos grupos de DF (p = 0,041) e
HbSC (p = 0,049) quando os individuos possuiam HDL > 40 mg/dL mas ndo nos
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pacientes com AF. Diferindo dos estudos de Aleluia et al. (2017b), Emokpae e Kulia-
Gwarzo (2014) e Seixas et al. (2010) que verificaram que havia maior conteudo de Hb
em individuos com AF quando a HDL era superior a 40mg/dL. Nossos resultados
também ndo mostraram correlacdo com os niveis de HbF em nenhum dos grupos de DF
em relacdo aos niveis de HDL, diferentemente de Aleluia et al, (2017b) que relataram
aumento de HbF nos pacientes com AF (p = 0,005) quando o HDL era superior a
40mg/dL.

No presente estudo, no grupo DF, foram encontradas diferencas significativas
entre os niveis de HDL superiores a 40 mg/dLcom reducdo de reticuldcitos (p = 0,018),
assim como no estudo de Seixas et al. (2010). Sugere-se que ha melhor progndstico para
individuos que apresentam maiores niveis de HDL e, que, a gravidade dos subfen6tipos

da DF poderia ser predita por menores niveis de HDL e CT.

Nossos resultados diferiram dos estudos de Seixas et al. (2010) e de Emokpae e
Kulia-Gwarzo (2014) que encontraram reducdes significativas, para LG (p = 0,001; p =
0,02, respectivamente) e plaquetas (p = 0,015; p < 0,001, respectivamente) quando a
concentracdo de HDL era superior a 40 mg/dL. Os achados da literatura em relagcdo as
associacbes de HDL com parametros laboratoriais sdo contraditérios, uma vez que
Seixas et al. (2010) encontraram reducdo de neutréfilos (p = 0,002) quando o HDL era
superior a 40 mg/dL, enquanto Emokpae e Kulia-Gwarzo (2014) encontraram aumento
destas células. A equipe de Seixas et al. (2010) diferente dos nossos achados, em que
ndo houve diferenca significativa, encontrou, reducéo dos valores de VCM (p = 0,003),
HCM (p = 0,001), mondcitos (p = 0,004), BT (p < 0,001), BD (p < 0,001), BI (p =
0,002), ferro (p = 0,029) e LDH (p < 0,001) quando HDL era superior a 40 mg/dL. E
segundo Zorca et al. (2010) baixos niveis de HDL foram associados a LDH, a arginase e
a gravidade da AF. Estas comparacdes mostram a grande variacdo que pode ocorrer nos
niveis de lipidios entre as populacdes e falsas associacdes positivas e falsas auséncias de

associaces podem estar implicadas nas analises realizadas.

Nos individuos analisados nesta pesquisa, 0s valores médios de APOAL,
principal constituinte de HDL, encontravam-se dentro do valor de referéncia. Ozturk et
al. (2013) e Monnet et al. (1996) que avaliaram individuos com genotipos HbSS, em
estado clinico estacionario, encontraram menores niveis de APOAL em relacdo aos

controles. Nos trés grupos de pacientes (DF, HbSS e HbSC) com HDL superior a 40
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mg/dL houve aumento significativo de APOA1 (p < 0,001). Apesar do baixo nivel de
HDL ser considerado um fator de risco aterosclerotico, quando associado ao nivel
normal de APOAL este risco torna-se menor, pois sugere a presenca de um ndmero
adequado de particulas de HDL que contém menos colesterol (SIRTORI; CALABRESI;
FRANCESCHINI, 2001). Baixos niveis de APOA1 podem funcionar como marcador
potencial de risco de HP na DF (ANJUM et al., 2013; YUDITSKAYA et al., 2009).
Além disso, niveis mais baixos de APOAL foram associados a resposta vasodilatadora
prejudicada, indicando associacdo de disfuncdo endotelial com niveis inferiores de
APOAL na DF (YUDITSKAYA et al., 2009). Monnet et al. (1996) quando avaliaram
pacientes com AF durante crises de dor encontraram valores menores para APOAL se
comparado aos individuos em estado clinico estavel. Por isto, os valores de APOAL

poderiam ser utilizados como um fator de risco adicional para HP.

Ressalta-se a correlacdo negativa encontrada entre neutr6filos e APOAL na
populacdo com DF e entre APOAL e BT, Bl, LDH nos individuos HbSS. Portanto,
menores niveis de APOAL correlacionaram-se com maiores indices de hemdlise e
portanto, indicador de um ambiente oxidativo. A correlacdo negativa entre APOAL e
neutr6filos no grupo de pessoas HbSS ficou préxima ao nivel de significAncia, mas, ndo
foi significativa dentre os individuos com hemoglobinopatia SC provavelmente devido

ao numero de individuos avaliados.

Os estudos de Soupene et al. (2016) indicaram que o ambiente altamente
oxidativo do sangue na DF provoca alteracbes nas sulfidrilas dos componentes
essenciais do plasma e dos eritrocitos para manter a formacdo de esteres de colesterol.
Este conjunto de alteracbes induziria a disfuncdo de hemécias e lipoproteinas
plasméticas que poderia levar ao desequilibrio no metabolismo do colesterol observado
em pacientes com DF. Os autores também mostraram que, durante episodios
inflamatorios agudos, houve uma correlagdo positiva entre a disfuncdo da troca HDL-
ApoA-I no plasma falciforme com o aumento dos niveis da enzima fosfolipase A2
secretora da fase aguda (sPLA2). Finalmente, Soupene et al (2016)
propbem que a anormalidade do colesterol plasmatico observadana DF vem da
combinacdo do aumento do nivel de sPLA2 durante a fase aguda, a disfuncdo do

sistema de esterificacdo do colesterol e o remodelamento da particula de HDL da
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ApoA-I. Para estes autores os danos provenientes desses defeitos podem contribuir para

o0 desenvolvimento de disfungédo endotelial vascular na DF.

Para os grupos HbSC e DF também foi encontrado aumento significativo de CT
(p < 0,001) quando os niveis de HDL eram superiores a 40 mg/dL, resultado também

encontrado por Seixas et al. (2010) para individuos com DF.

No presente estudo, os valores de APOB das criancas / adolescentes avaliados
encontravam-se dentro do valor de referéncia e os niveis de ndo-HDL também estavam
normais (VR < 145 mg/dL). Semelhante a Ozturk et al. (2013) que ndo encontraram
diferenca significativa no nivel de APOB entre pacientes com DF e controle. Houve
reducdo significativa nos niveis de APOB quando HDL era superior a 40 mg/dL para 0s
individuos com genotipo HbSS (p = 0,007), assim como Monnet et al. (1996), que
encontraram menores valores de APOB em individuos com DF (p < 0,05). A APOB
fornece uma medida direta do namero de particulas de lipoproteinas aterogénicas na
circulacdo, visto que € um componente de todas as particulas de lipoproteinas
potencialmente aterogénicas tais como VLDL, IDL, LDL e lipoproteina A
(SNIDERMAN; VU; CIANFLONE, 1991). Geralmente, mais de 90% de todas as
APOB do sangue sdo encontradas em LDL (WALLDIUS; JUNGNER et al., 2006;
SNINDERMAN et al, 2003). Sniderman et al. (2003) realizaram uma reviséo e
concluiram que a medida de APOB é melhor do que os valores de CT ou LDL para
prever o risco de doenga vascular. Conforme revisado por Contois et al. (2009) as
particulas de LDL, ndo apenas o colesterol de LDL, desempenham um papel central na

aterogénese.

Diferencas significativas entre os niveis de HDL com reducdo de TG quando
HDL era superior a 40 mg/dL nos grupos DF (p = 0,007) e HbSS (p = 0,001) também
foram relatadas por Seixas et al. (2010) mas ndo por Emokpae e Kulia-Gwarzo (2014)

que encontraramaumento de TG (p = 0,02).

Os niveis de TG sdo um componente importante da avaliacao de risco de doenca
cardiovascular aterosclerética em homens e mulheres (EXPERT PANEL ON
DETECTION, 2001). No presente estudo os valores médios de TG apresentaram-se
dentro do valor da normalidade (< 130mg/dL para criancas maiores de 10 anos e <

100mg/dL para criancas de até 10 anos), ndo tendo sido encontrada diferenca
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significativa entre os grupos com DF, HbSS, HbSC e controle, semelhante ao observado
emestudos anteriores (EMOKPAE et al.,, 2010; EPHRAIM etal., 2016; ESSOHANA et
al., 2016, RAHIMI et al., 2006). Na populacdo estudada, a hipertrigliceridemia foi
encontrada em apenas 8,51% dos pacientes com DF. Desta forma, nossa populacéo de
estudo ndo apresentou predominédncia de hipertrigliceridemia como observado em
outras populagdes. Em pacientes com AF, em diferentes faixas etarias, foram relatados
niveis significativamente maiores de TG (ADEGOKE et al., 2016; ALASSANE et al.,
2014; MOKONDJIMOBE et al., 2012; OZTURK et al. 2013; TEIXEIRA et al., 2017,
ZORCA et al., 2010). Shores et al. (2003) também encontraram os maiores valores de
TG presentes em individuos HbSS do sexo masculino (p = 0,02), em relacdo aos
controles masculinos. Essas diferengas nos niveis de TG podem ter ocorrido pelo
namero de individuos estudados, faixa etaria avaliada nos diferentes estudos, dieta,
peso, sexo, etnia, diferencas metodoldgicas, controle do jejum na coleta do sangue,
tamanho das populacdes, diferentes faixas de gravidade da doenca e regime de

tratamento, além de fatores genéticos.

Encontramos aumento significativo para os niveis de LDH (p = 0,015), nos
pacientes com DF quando os niveis de TGs estavam acima dos valores de referéncia
estabelecidos. A LDH é um marcador de hemdlise intravascular (LAND et al., 2013) e a
hipertrigliceridemia é associada com hemdlise, disfungdo vascular e prevaléncia maior
de HP em individuos com DF (ZORCA et al., 2010).

6.4 RAZOES ATEROGENICAS

Algumas razdes entre as particulas de lipoproteinas apresentam significado
clinico para a saude humana, entre elas as relacdes TG/HDL e APOB/APOAL, que
quando alteradas séo preditivas de doenca vascular aterosclerotica (SNIDERMAN et al.,
2003). A elevacdo na proporcdo de TG/HDL ¢ preditora de doenca coronaria (LUZ et
al., 2008), de resisténcia a insulina (REAVEN, 2002) e de disfuncdo endotelial
(ZORCA et al., 2010). Nossos estudos revelaram maiores valores da razéo TG/HDL
para HbSS, com diferenca significativa (p = 0,049), entre os grupos HbSS, HbSC e sem

DF, porém, sem alcancar o valor de risco (>2,4). Os resultados estdo em conformidade
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como estudo de Alassane et al. (2014), que também encontraram diferenca significativa
(p < 0,05) nos valores da razdo TG/HDL quando compararam individuos HbSS, HbAS
e HbAA. Entretanto, Ephraim et al. (2016), que estudaram individuos HbSS e HbSC,
comparados a grupo controle, ndo encontraram diferenca significativa (p = 0,119) entre

os valores das razoes TG/HDL.

A relacdo APOB/APOAL é um marcador do equilibrio de colesterol aterogénico
e anti-aterogénico no plasma (JUN et al., 2018) e mostrou ser o fator de risco mais
fortemente associado ao infarto do miocardio (YUSUF et al., 2004) e aterosclerose
carotidea em individuos com Diabetes Mellitus tipo 11 (JUN et al., 2018). O calculo da
relacio APOB/APOAL, é significativamente aumentado em individuos com DF com
HP (YUDITSKAYA et al., 2009). A razdo APOB/APOAL é considerada melhor do que
a razdo CT/HDL como indice geral de risco de doenca vascular (SNIDERMAN et al.,
2003). Ndo foi encontrada diferenga significativa (p = 0,198) no indice APOB/APOAL

entre os pacientes com DF e seus valores mantiveram-se no intervalo normal.

A hipocolesterolemia e os baixos indices aterogénicos, em geral encontrados na
nossa populacdo de estudo e em outras populacdes, contribuem para a baixa incidéncia
de aterosclerose observada nos pacientes com DF (MANSI; ROSNER, 2002). Porem,
embora aterosclerose contribua significativamente para os agravos clinicos da DF, tais
como hipertrofia arterial pulmonar e esplénica e infarto cerebral (ELSHARAWY;
MOGHAZY; SHAWARBY, 2009). Os estudos tém sido dedicados a esclarecer também
0S mecanismos que geram o efeito vasculoprotetor (menor incidéncia de aterosclerose e
trombose) na DF observado em humanos e animais experimentais (WANG et al., 2013).
Foi sugerido por Elsharawy, Moghazy e Shawarby (2009) que a disfuncdo endotelial, o
aumento de homocisteina e a ativacdo de plaquetas seriam mecanismos provaveis de
aterosclerose na DF. Mesmo em individuos sem DF ja estdo bem definidos os fatores
que contribuem para o desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose: a ativacéo
endotelial, a inflamacdo e o estresse oxidativo (AHMAD et al, 2015), eventos

caracteristicos em individuos com DF.
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6.5 INFLUENCIA DA TERAPIA COM HIDROXIUREIA

O uso da HU é recomendado para adultos, adolescentes e criangas com AF e DF
grave, com frequentes crises de dor, STA, hipoxemia, DTC alterado, priapismo e
anemia crénica. H& ainda poucos estudos sobre a indicacdo da HU em pacientes SC,
devido a suspeita de aumento de viscosidade do sangue e aumento do VCM. Entretanto
estudos revelaram que a HU foi bem tolerada nestes pacientes, mas a dose, a d uragéo do
tratamento e a eficacia laboratorial e clinica variaram (YAWN et al., 2014). O uso da
HU revela vantagens além do ja conhecido aumento de producdo de HbF, como o
aumento do VCM, melhora da reologia das hemacias, reducdo das microparticulas
circulantes e da inflamacdo, reducdo da contagem absoluta de neutréfilos e de
reticulécitos, além de aumentar a producdo intravascular e intraeritrocitaria de NO, o
que facilita a vasodilatagdo (LUCHTMAN- JONES et al., 2016; PECKER, et al.,, 2017,
SUMMARELL; SHEEHAN, 2016).

Os individuos HbSS (51,11%) apresentaram maior frequéncia em relacdo ao uso
de HU quando comparado aos individuos HbSC (9,23%). Diante disso, optou-se por
investigar a influéncia desta terapia somente no grupo HbSS, para que o resultado ndo
se tornasse falseado pelos melhores parametros hematoldgicos e biogquimicos dos
individuos do grupo HbSC, mesmo sema terapia com HU (QUINN, 2016).

Nos individuos HbSS que faziam uso de HU, foram encontrados maiores valores
de Hb, HCM, VCM, menores valores de neutrofilos e das quantidades de bilirrubinas.
As maiores concentragdes de HbF intraeritrocitaria aumentam a sobrevida das hemécias
e, por consequéncia, diminuem o quadro hemolitico (STEINBERG, 1999). A reducéo
dos niveis das bilirrubinas, que também foi verificada no estudo de Heeney et al.
(2003), indiretamente mostra diminuicdo de hemdlise nos individuos reafirmando o
efeito minimizador significativo da terapia com HU. A indicacdo do melhor quadro
clinico gerado pelo uso da HU também foi observada em outros estudos como de
Figueiredo et al. (2017), que estudaram pacientes HbSS e HbSB°, com idade entre cinco
e 21 anos, em tratamento com HU, encontraram associa¢do positiva do uso de HU com
Hb e VCM, HCM e HbF, juntamente com diminui¢cdo da contagem de reticulocitos, LG

e neutréfilos. O estudo de Teixeira et al., (2017) também mostrou maiores valores de
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VCM (p = 0,03) nos individuos em uso de HU. Apesar de ndo ter sido alcancada
diferenga significativa entre os valores de HbF dos pacientes que fazem uso e ndo usam
HU, provavelmente pelo numero de individuos investigados, pela duracdo da terapia na
faixa etaria estudada, pela adesdo ao tratamento e pela dose de HU, maiores percentuais

de HbF estavam presentes naqueles que faziam uso do medicamento.

Embora os niveis de LDH sejam considerados indicadores de hemolise
intravascular (LAND et al., 2013; STOJANOVIC; LIONNET, 2016) e considerado um
importante marcador da gravidade clinica da DF (ALELUIA et al., 2017b), n6és ndo
observamos reducdo significativa entre os grupos de pessoas sob terapia da HU.
Provavelmente, como o nimero de pacientes avaliados para esta enzima foi menor se
comparado a outras analises, a significancia para diferenca entre 0s grupos ndo foi
atingida. Embora no grupo de pacientes em uso de HU pode-se observar que a

concentracdo de LDH no sangue era menor em relagdo aos individuos sem terapia.

A terapia com HU ndo interferiu no perfil lipidico dos pacientes HbSS avaliados.
Esse resultado foi também encontrado por Daak et al. (2011) e Teixeira et al. (2017).
Daak et al. (2011) também encontraram um perfil semelhante nos niveis de TG entre 0s

individuos que faziam uso de HU e os controles.

6.6 GENOTIPAGENS

N&o estd completamente esclarecido como ocorre a alteracdo observada em
varias populacdes no metabolismo de lipidios na DF (OZTAS, 2011; ZORCA et al,,
2010). Do mesmo modo, também ndo ha relatos que indiquem sea variacdo observada
entre os individuos nos niveis de lipidios estaria relacionada a outras variantes genéticas
do paciente além da prépria variacdo entre HbSS e HbSC, provavelmente causadoras
primarias da dislipidemia nas anemias hemoliticas. Por isto, nosso estudo investigou se
além da presenca de dislipidemia, SNPs de genes do metabolismo de lipidios poderiam
estar implicados na variacdo dos niveis de lipidios como ocorre em individuos sem a
DF.
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Com objetivo de investigar se a presenca de polimorfismos (SNPs) em genes
que afetam o metabolismo de lipidios também pode intervir nos parametros bioquimicos
e hematologicos de individuos com DF, foram selecionados e genotipadas variantes em

quatro genes. As frequéncias genotipicas de todos os SNPs se encontravam em EHW.

Em relacdo ao SNP rs116843064 do gene ANGPTL4 a frequéncia do alelo
menor (MAF) na populacdo estudada de pacientes com DF foi igual a frequéncia global
de 0,01. O encontro dessa frequéncia deve fazer alusdo a miscigenacdo encontrada no
Brasil, visto que o MAF entre 0s europeus € trés vezes maior ao global e 0 MAF

africano é zero, embora 0 MAF nas Américas também seja 0,03.

A MAF do SNP rs662799 de APOA5 foi de 0,11 na populacdo de DF,
ligeiramente diferente da MAF global de 0,16, porém mais proxima a da africana (0,12).
Na populacdo brasileira a frequéncia deste alelo foi relatada ser de 13% emdois estudos
(CHEN et al., 2006; DE FRANCA et al., 2016).

A MAF encontrada para ZNF259 rs964184 foi mais proxima ao MAF Europeu
(0,16) comparando-se com as frequéncias alélicas globais e africana (0,22).

Para 0 SNP de TNFA, a MAF encontrada foi de 0,13, muito proxima a MAF
africana (0,12) e a encontrada em outras populacdes brasileiras sem (CAJADO et al.,
2011) e com DF (BELISARIO et al,, 2014; TORRES et al., 2013), porém superior a
MAF global (0,09). Os valores comparativos de MAF estdo descritos na Tabela 51.

Tabela 49: Comparacao entre as frequéncias da populacdo de estudo e frequéncias
mundiais dos alelos menores dos genes analisados

Genes e SNPs

MAE ANGPTL4 APOA5 TNFA ZNF259
rs116843064 rs662799 rs1800629 rs964184

Populacéo de estudo 0,01 0,11 0,13 0,18

Global 0,01 0,16 0,09 0,22

EAS 0 0,29 0,06 0,24

SAS 0 0,19 0,05 0,23

AFR 0 0,12 0,12 0,22

EUR 0,03 0,08 0,16

AMR 0,03 0,15 0,07 0,28

rs: referéncia de polimorfismo de Unico nucleotideo; MAF: frequéncia do alelo menor; EAS: leste
asiatico; SAS: sul da Asia; AFR: africano; EUR: europeu; AMR: américas. SNP: single nucleotide
polymorphism
1000Genome.
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6.6.1 ANGPTLA4 rs116843064¢c.118G>A

Embora ndo tenha alcancado diferenca significativa houve uma tendéncia a
significancia (p = 0,053), entre as diferencas dos valores médios de HDL em que 0s
portadores do alelo de menor frequéncia do gene ANGPTL4 rs116843064 apresentaram
valor médio maior de HDL, conforme observaram Romeo et al. (2007), Dewey et al.
(2016), Talmud et al. (2008) e Teslovich et al. (2010). No modelo de dominancia, o
alelo de menor frequéncia foi associado a maiores niveis de APOAL (p =0,015)e CT (p
= 0,026).

A APOAL, principal componente do HDL, foi significativamente superior nos
dois individuos heterozigotos do rs116843064, dentro dos valores da normalidade
(média = 134,00 mg/dL), embora na populacdo estudada, em média, os niveis desta
apolipoproteina também se encontravam normais. O alelo A apresentou efeito de
dominancia, embora para ser confirmado seja necessario aumentar o numero de

individuos avaliados.

AlEm da variante rara de ANGPTL4 rs116843064 estar associada com niveis
aumentados de HDL, ela também foi associada a reducéo dos niveis de TG (TALMUD
et al.,, 2008). A meta andlise conduzida por Van Leeuwen et al. (2016) associou
significativamente o polimorfismo deste gene aos niveis mais reduzidos de TGs. Em um
estudo de haplotipos do gene ANGPTL4 observou-se associacdo altamente significativa
entre os niveis elevados de HDL e o haplotipo com o alelo raro da variante, no entanto
ndo influenciou significativamente o futuro risco cardiovascular (MUENDLEIN et al.,
2014). Na populacao estudada ndo foi observada diferenca estatistica significativa para
os valores de TG entre os gen6tipos. Provavelmente, este resultado € reflexo do nimero
pequeno de individuos portadores do alelo de menor frequéncia e também pelo perfil

populacional em que predomina baixos niveis de TG.

Também para o efeito de dominancia ocorreu associacdo do alelo raro com
menores niveis de LG e mondcitos o que sugere que este polimorfismo pode melhorar o

perfil de marcadores de inflamacéo e vaso-ocluséo.
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6.6.2 APOA5 rs6627999.116792991 G>A

Entre os SNPs localizados no agrupamento de APOAS, o SNP rs662799 esta na
regido promotora do gene APOADS. Essa regido estd fortemente associada a niveis
elevados de TG (OLIVA et al., 2016; GUARDIOLA e al. 2015; SON etal., 2015; LI et
al. 2014; KIM et al., 2013; HAHNE et al., 2008; HAVASI et a., 2006) e confere risco
para sindrome metabdlica (HAVASI et al., 2006; SON et al., 2015) e AVC (HAVASI et
al., 2006). Guardiola et al. (2015) também mostraram que a variante APOAS5 (-
1131G/A) foi associada, além do aumento dos niveis de TG, a um perfil de

lipoproteinas aterogénicas associadas a variantes de APOAS.

Na populacdo de individuos com DF a analise dos efeitos de dominancia do
alelo de menor frequéncia do SNP rs662799 do gene APOA5 mostrou que ndo houve
influéncia da variante de risco (alelo G) sobre os pardmetros biogquimicos e

hematol6gicos analisados.

A informacdo proposta por Kim et al. (2013) de que ha aumento de 9% nos
niveis de TGs na presenca do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs662799 do
gene APOA5 ndo se confirmou em nossas andlises, visto que ndo foi observado
mudanca significativa nos valores (AG + GG = 89,25 mg/dL e AA = 85,5 mg/dL).
Provavelmente, como ha um baixo ndmero de individuos com hipertrigliceridemia nds
ndo fomos capazes de detectar associa¢do do SNP rs662799 do gene APOAS com niveis
de TG na populacdo de estudo. Entre os individuos que apresentaram
hipertrigliceridemia, trés apresentaram o0 gendtipo heterozigoto (AG) e cinco

apresentaram gendtipo homozigoto selvagem (AA).

6.6.3 ZNF259 rs964184c.724C>G,UTR 3’

O gene ZNF259 é parte do agrupamento de genes APOA5-ZNF259-BUD13
(GALCHEVA-GARGOVA et al., 1998), conhecida como uma regido moduladora dos
niveis de TG (PARRA et al.,, 2017). Os gendtipos CG e GG do gene ZNF259 rs964184
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foram associados a maiores niveis das concentracBes séricas de TGs (ZHOU et al,
2015) e LDL (ABE et al.,, 2015; MIRHAFEZ et al., 2016; PARRA et al., 2017).

Van de Woestijne et al. (2014) investigaram a associacdo entre rs964184 e niveis
plasméticos de lipidios em pacientes com doenca vascular. N0s também encontramos
em nossos resultados o aumento dos niveis de TG em mais de 12% quando 0s
individuos apresentaram o alelo de menor frequéncia no modelo de dominancia (CC =
81,85 mg/dL e CG + GG = 93,29 mg/dL). Entretanto, no modelo de recessividade, nds
ndo encontramos aumento dos niveis de TGs, ao contrario, encontramos a reducao
destes valores (CC + CG = 86,89 mg/dL e GG = 68,67 mg/dL). Assim como esses
pesquisadores nds também encontramos reducédo dos niveis de HDL em mais de 6% sob
o0 efeito de recessividade do alelo de menor frequéncia (CC + CG = 39,50 mg/dL e GG
= 36,00 mg/dL), embora ndo tenha sido observada a reducdo dos niveis de HDL quando

foi analisado o modelo de dominéncia do alelo de menor frequéncia.

Nos pacientes com DF deste trabalho, o0 modelo de dominancia do alelo G (CG +
GG versus CC) mostrou associacdo com aumento de alguns marcadores de inflamacéo e
hemolise (niveis de LG, reticuldcitos, BT e BD). O alelo G foi associado a niveis de BD
70% mais elevado. Também para o efeito de recessividade, foi encontrado aumento dos
niveis de BD, quando comparado GG x (CG + CC). Desta forma, se verificou um efeito
dose dependente do alelo G, em que o heterozigoto mostrou niveis de BD

intermediarios entre 0s geno6tipos homozigotos.

N&o encontramos significAncia na associa¢édo deste alelo de ZNF259 com doenca
hepato-biliar na populagédo estudada. Deste modo, o resultado do efeito do SNP
rs964184 do gene ZNF259 pode ser falso positivo atribuido a um reflexo indireto ou
coincidente com disturbios hepaticos que levam ao aumento da BD e o subfendtipo de
hemolise / inflamacdo caracteristico da DF. De qualquer modo, individuos com DF
genotipados com a presenca do alelo de risco do SNP ZNF259 poderiam ser
acompanhados uma vez que, no nosso estudo, eles apresentaram tendéncia ao aumento

de marcadores inflamatdrios e de hemdlise.
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6.6.4 TNFA rs1800629¢.724C>G UTR 3" (-308G>A)

O TNFA, uma citocina pro-inflamatdria, pode modular o metabolismo lipidico
por suprimir a absorcdo de acidos graxos livres e promover a lipogénese, por: indugédo
da lipdlise, pela inibicdo da atividade enzimatica relacionada ao metabolismo lipidico;
por regular o metabolismo do colesterol; pela regulacdo de outras adipocinas derivadas
de adipdcitos, que por sua vez podem alterar o metabolismo de lipidios (CHEN et al.,
2009). Na nossa populacdo os niveis de HDL estavam praticamente idénticos entre 0s

portadores do alelo de menor frequéncia e da variante comum.

Constatamos no modelo dominante (GG versus AA+GA) que o alelo A do gene
TNFA rs1800629 afeta os niveis de BD. O alelo de menor frequéncia A foi associado ao
aumento de 73% nos niveis médios de BD. A dosagem de BD ¢ utilizada para monitorar
a gravidade de problemas hepaticos e estes podem acometer individuos com DF (FELD
et al, 2015). Por sua vez o alelo A, embora haja estudos contraditorios, parece estar
associado ao aumento da expressdo de TNFA (HELMIG et al., 2011; WILSON et al.,
1997) e sua presenca agrava os sintomas da hepatite C viral (PACHKORIA et al., 2008)
e outras doencas inflamatorias (MANOLOVA et al, 2015). Bulatova et al. (2016)
também sugerem que, determinar o nivel de TNFA, permite avaliar a gravidade da
doenca do figado e a progressdo da velocidade de fibrose hepatica no carcinoma hepato

celular.

Feld et al. (2015) investigaram complicacbes relacionadas ao figado em
individuos com DF e um dos parametros bioquimicos investigados foi a origem da BD.
Como conclusdo os pesquisadores sugeriram que as elevacdes de BD refletem a
patologia do figado em maior medida do que a hemélise e que BD é um parametro
independetemente associado com a mortalidade na DF. J& a elevacdo da BI reflete
maior hemolise (RICHARD;BILLETT, 2002).

NO&s investigamos se a presenca do alelo de menor frequéncia do gene TNFA
rs1800629, aliada a condicdo hemolitica de individuos com DF que aumenta a excre¢ao
de bilirrubina pelo figado, leva ao desenvolvimento de doenca hepética cronica como a
colelitiase, relativamente comum na DF (CHAAR et al., 2005; EBERT; NAGAR;

HAGSPIEL, 2010). N6s ndo encontramos diferenca significativa entre o nimero de
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individuos com doenca hepato-biliar na presenca do alelo A de menor frequéncia em
relacdo aos que ndo possuiam a variante. N0sso estudo é o primeiro a mostrar que a
variante A de TNFA rs1800629 esta associada a altos niveis de BD em pacientes com
DF. Provavelmente, pode-se tratar de associacdo falso-positiva ou indireta uma vez que
na DF existe um quadro pro-inflamatorio e que a hiperbilirrubinemia que causa a
colelitiase pode gerar um estado inflamatério agudo do trato biliar (colecistite).
Recentemente foi mostrado que o gendtipo TA7/TA7 do gene UGT1A1 que codifica a
enzima uridina 5 -difosfo-glucuronosil transferase envolvida no controle negativo da
sintese da bilirrubina, estad associado a hiperbilirrubinemiamas ndo com colelitiase na
DF (AZEVEDO et al., 2017). Tais resultados sdo conflitantes em relacdo a outros
estudos envolvendo individuos com AF (CHAAR et al., 2005; CHAOUCHet al., 2013).

Ha alguns estudos envolvendo o SNP TNFA rs1800629 na DF, Cajado et al
(2011) mostraram que o alelo A de TNFA rs1800629 esta associado ao risco aumentado
de sequestro esplénico em pacientes brasileiros com AF. O AVC em criangas com DF
pode sofrer impacto direto das proteinas pro-inflamatérias codificadas pelo gene TNFA.
Uma vez que criangas com DF possuem inflamacdo vascular, a alta expressdo de TNFA
pode contribuir com o processo de AVC (HOPPE et al., 2007). Os mesmos autores
afirmam que o alelo menor do gene TNFA rs1800629 pode ser protetivo contra AVC
(HOPPE et al., 2004; HOPPE et al., 2007). Contrario a esse relato, o alelo A do
polimorfismo do gene TNFA rs1800629 foi significativamente associado a AVC
(BELISARIO et al., 2015), mas ndo com DCV (BELISARIO et al., 2015). Segundo
estes autores o achado implica que o alelo A produziria alguma modificagdo fenotipica
que aumenta o risco de AVC (a ultima etapa da DCV), mas ndo o risco de estagios
anteriores, como as anormalidades de DTC e concluem que essa falta de associacéo
pode indicar resultado verdadeiro negativo e a associacdo entre TNFA -308G>A e AVC
pode ser considerada mais provavelmente como um resultado falso positivo. Entretanto,
dois outros estudos ndo relataram associacdo de AVC com nenhuma das variantes de
rs1800629 (HOPPE et al., 2001; VICARI et al, 2011). A concluséo de uma meta
analise, conduzida por Kumar et al. (2015) é de que o polimorfismo do gene TNF-o-
308G/A é mais provavel ser protetor contra AVC isquémico nas populacdes asiaticas

em comparacdo com as populacdes caucasianas.
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6.7 ALFA TALASSEMIA

Um dos principais modificadores do fendtipo clinico na DF ¢é a expressdo dos
genes de alfa-globina (HBA1/HBA2) (LIU et al., 2016). A alfa-tal reduz a HbS dentro
das hemécias o que leva a reducdo da polimerizacdo (QUINN, 2016; SCHECHTER,
2008), levando a reducdo da hemdlise (QUINN, 2016).

Os individuos apresentaram a frequéncia da delecao a- 3.7Kb

no gene HBA que
causa alfa-tal (0,23) nos individuos com DF (grupos HbSS e hemoglobinopatia SC)
semelhante ao observado em outras populagdes brasileiras e de descendéncia africana.
A incidéncia de alfa-tal em afro-americanos foi de 0,30 (HABARA; STEINBERG,
2016; STEINBERG; EMBURY, 1986) e no restante da populacdo de 0,02
(STEINBERG; EMBURY, 1986). Na Africa, ha uma alta frequéncia de deleco de HBA
(0,58) e DF (MCGANN et al., 2014). Figueiredo et al. (2017), em estudo realizado em
Nova York com individuos HbSS e HbSPB°, encontraram a frequéncia de 0,42 de a-
87Kb " Lju et al. (2016) propuseram que aproximadamente um terco dos individuos
africanos e seus descendentes que possuiam algum tipo de DF possuem co-heranca de
alfa-tal. No Brasil, a co-heranca de alfa-tal em individuos com DF encontrada por
Figueiredo et al. (1996) foi de 17,5% e a prevaléncia no restante da populacdo esta em
torno de 1 e 3%. Na Bahia, a frequéncia da co-heranca da delecdo o- > <" tal e AF, foi
de 0,14 (ALELUIA et al, 2017b). JA no estudo realizado por Lyra et al. (2005), a
frequéncia de alfa-tal em Sao Paulo e Salvador foram 28,2% e 22,5% respectivamente.
Em Minas Gerais, Belisario et al. (2015), realizaram a genotipagem de alfa-tal em
criancas com DF (gendtipos SS, Sp °-tal, ou SB *-tal tipo 1) e encontraram a prevaléncia

3.7Kb 4.2Kb

de 25,5% de individuos com uma delecéo de o- e de 1,7% com delecdo o- em

ambos 0s cromossomos de HBA.

Na populagdo estudada de DF, redugdo significativa dos valores de HCM e
VCM para os individuos genotipados com uma ou duas dele¢bes do gene HBA foi
semelhante a relatada em varios estudos (ALELUIA et al., 2017b; BELISARIO et al.,
2010; FIGUEIREDO etal., 2017; HSU et al., 2003).

Na literatura o efeito da coexisténcia de alfa-tal na DF sobre os niveis de

bilirrubina é controverso. Semelhante ao estudo de Adekile et al. (2005) e mais
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recentemente de Azevedo et al. (2017) (AZEVEDO et al., 2017) n6s ndo encontramos
que a co-existencia de alfa-tal esteja ligada a diminuicéo de bilirrubinas como mostrado
por Hamad et al. (2013) e Vasavda et al. (2007). Hamad et al. (2013) também
mostraram que a co-existéncia de alfa-tal reduziu o risco de colelitiase (HAMAD et al.,

2013) o que também ndo foi verificado nas nossas analises.

Diferentemente de varios estudos, dentre eles o de Belisario et al. (2010b) que
estudaram individuos genoétipos HbSS e HbSB°, com idades entre dois e dez anos nos
ndo identificamos alteracdes significativas nos valores de LG (p = 0,864) e reticulocitos

(p = 0,919) para os individuos que portavam alfa-tal.

Nosso estudo também mostrou que a co-heranca de alfa-tal na DF ndo influencia

os niveis de lipidios.
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7.0 LIMITACOES DO ESTUDO

Embora nosso estudo teve poder para detectar uma associacdo entre piores
indices de marcadores de hemdlise e anemia em individuos com AF em relacdo aos
individuos com hemoglobinopatia HbSC, nos identificamos algumas limitacdes neste
trabalho. A natureza retrospectiva do estudo pode levar a auséncia de dados. As
discrepancias com alguns resultados publicados anteriormente podem ser devidas a
diferencas no desenho do estudo, diferencas metodoldgicas, ao baixo numero de
individuos participantes e variabilidade genética da populacdo, interacbes com fatores
ambientais, tais como condigdes geograficas, padrbes alimentares que podem afetar a
ingestdo de gordura e 0 metabolismo energético. Enfatizamos a importancia dos estudos

de replicacéo para confirmar os resultados originais.

Como a populagéo estudada ndo apresentou hipertrigliceridemia, as associagdes
dos niveis de TG com os polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo de
lipidios ficaram limitadas. NGs avaliamos um alelo raro (de frequéncia menor que 1%)
do SNP de ANGPTL4 rs116843064, foi muito baixa a frequéncia do gendtipo
heterozigoto (dois individuos) nenhum homozigoto para o alelo raro, o que diminuiu o

poder estatistico das analises envolvendo este gene.

Finalmente, em decorréncia de poucas informacBes clinicas e somente
trabalhamos com individuos que ndo estavam em crise aguda e/ou regime de transfusao
regular, a maioria dos pacientes, felizmente, apresentaram baixo risco nos resultados do
Doppler transcraniano. Por isso, ndo foi possivel realizar as analises de associacdo e
correlacdo com as variaveis estudadas. A investigacdo do genotipo de individuos com
alto risco de acidente vascular cerebral seria indicada para um estudo posterior, visto
que algum desses polimorfismos génicos poderia ser coadjuvante no desenvolvimento

do acidente vascular cerebral.
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8. CONCLUSOES

O estudo possibilitou caracterizar o perfil demogréfico e laboratorial dos grupos
de pacientes HbSS e HbSC nascidos entre 2001 e 2010 com doenca falciforme
(gendtipos HBSS e HBSC) acompanhados nos Hemocentros Regionais de Governador

Valadares e de Uberaba da Fundagdo Hemominas.

Foram destacadas as diferencas entre a Anemia Falciforme e a
Hemoglobinopatia SC, com base na caracterizacdo laboratorial de ambos os gendtipos.
Constatou-se que o genétipo HbSS tem perfil laboratorial com marcadores de anemia e
indicadores indiretos de hemdlise mais elevados em comparacdo com os individuos com

Hemoglobinopatia SC.

A populacdo estudada de pacientes com doenca falciforme apresenta
dislipidemia caracterizada por hipocolesterolemia, mas ndo apresentaram predominio de
hipertrigliceridemia. Menores niveis de lipoproteina de alta densidade e colesterol total
foram encontrados para individuos com doenca falciforme em compara¢do com o grupo

controle.

Os niveis maiores de lipoproteina de alta densidade influenciaram na melhora
dos valores dos pardmetros hematologicos e bioquimicos dos individuos com doenca

falciforme.

Os individuos com doenca falciforme apresentaram perfil aterogénico na razio
triglicerideos / lipoproteina de alta densidade (TG/HDL).

O uso da Hidroxiuréia alterou significativamente os resultados laboratoriais
indicadores de hemdlise e inflamacdo, mas ndo alterou o perfil lipidico dos pacientes

com DF da populagéo estudada.

O alelo raro do gene ANGPTL4 rs116843064, no modelo de dominancia, foi
associado com o aumento de colesterol total e apolipoproteina Al, mas ndo com

lipoproteina de alta densidade e trigliceridios.
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N6s verificamos, no modelo de dominédncia, que o alelo de menor frequéncia do
gene TNFA rs1800629 foi associado ao aumento de 73% nos niveis de bilirrubina

direta.

O alelo de menor frequéncia do gene ZNF259 rs964184 apresentou efeito de
domindncia para aumento de bilirrubinas total e direta, leucometria global e
reticulocitos. Para niveis de bilirrubina direta, os gendtipos mostraram efeito dose
dependente. Desta forma, dois genes estudados, ZNF259 e TNFA, tiveram,
respectivamente, os polimorfismos rs964184 e rs1800629 associados aos niveis de

bilirrubina direta na populacdo de doenca falciforme do estudo.

A co-heranca de alfa-talassemia foi associada a niveis reduzidos de volume
corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média, mas ndo influenciou os niveis de

hemoglobina fetal, reticuldcitos, de bilirrubina ou o perfil lipidico dos individuos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(No caso do responsavel pelo menor)

O menor , Sob
sua responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa
“Estudos diagndstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenca falciforme
(gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador Valadares e de Uberaba da
Fundag¢do Hemominas”. Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontudrio, exames de
laboratério e exames clinicos e medidas do corpo. O motivo que nos leva a desenvolver este projeto é que
gueremos saber se a quantidade de gorduras, a taxa de glicose e a de proteina (albumina) estdo relacionadas a
doenca falciforme; se vocé tem também a alfa-talassemia (uma outra forma de anemia hereditaria) além da
doenca falciforme e se algum quadro clinico apresentado esta relacionado a estes exames.

Para este projeto adotaremos os seguintes procedimentos: a partir do prontuario do menor nds iremos coletar
os dados pessoais, clinicos e exames de laboratério ja realizados para o menor sob sua responsabilidade e
montar banco de dados para facilitar as analises. Também precisaremos coletar do menor 2 mL de sangue em
um tubo e 10 mL em outro tubo. O primeiro tubo serd utilizado para separar o material genético, o DNA, e
fazer estudos genéticos. O segundo tubo sera utilizado para as analises de gorduras e proteinas do sangue. Os
exames para diagndstico das gorduras serdo feitos a cada quatro meses com pelo menos trés dosagens no
periodo de 18 meses. Precisaremos também realizar uma picada no dedo para tirar uma gota de sangue e
dosar a glicose em jejum. Medidas corporais também precisardo ser realizadas tais como: pressdo, peso,
altura, e dobras cutdneas. O exame dos vasos sanguineos da cabeca, chamado Doppler Transcraniano cerebral,
serd realizado para avaliagdo do risco de acidente vascular cerebral. Estes materiais serdo trabalhados no
Laboratério de Pesquisa na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares ou da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro para estudar o material genético na busca de informacbes que
contribuem para as variagoes clinicas observadas na doenca falciforme.

Para participar deste projeto, o menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo, nem receberd
qualguer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes
desta pesquisa, ele tem assegurado o direito a indenizacdo Ele(a) sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Vocé, como responsavel pelo menor, podera
retirar seu consentimento ou interromper a participacdao dele a qualquer momento. A participagdo dele
voluntdria e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é
atendido(a) pelo pesquisador que ird tratar a identidade do menor com padrdes profissionais de sigilo e
confidencialidade. O menor nao sera identificado em nenhuma publicac¢ao.

M~

Este projeto apresenta risco minimo. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas, em
alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regido do braco onde a agulha foi introduzida.
Poderd haver incomodo no momento da picada no dedo. Caso seja feita uma coleta de sangue para exames
referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra podera ser usada para nossa pesquisa, sem
necessidade de nova coleta. Na coleta de medidas do corpo sera necessario estar sem sapatos para medir e
pesar e suspender a blusa para as medidas de dobras cutaneas Estas medidas serdo feitas em sala reservada
na presenca do responsavel pelo menor. O risco de quebra de confidencialidade serda minimizado com a
utilizacdo de cddigos alfanuméricos para identificar as amostras coletadas, e as informacGes retiradas dos
prontuarios e os resultados da pesquisa incluidos no banco de dados estardo em um Unico computador com
acesso protegido por senha onde somente os pesquisadores terdo acesso.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados genéticos da analise de alfa-talassemia,
dosagem de lipidios e glicose e do dopller e as medidas do corpo serdo anexados ao seu prontuario para que o
médico tenha acesso a estes dados e possa utiliza-los para alterar ou ndo a conduta no tratamento da doenca
falciforme. De forma indireta estes resultados da pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas pois poderdo
trazer conhecimentos para modificar o tratamento ou até mesmo a orientagdo nutricional.
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Os resultados estardo a sua disposicdo quando finalizada a pesquisa. O nome ou o material que indique a
participacdo do menor ndo sera liberado sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo
destruidos.

Se outra pesquisa for realizada com este sangue ou com o DNA néds entraremos em contato com vocé para
pedir autorizacgao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N2 466/12 do Conselho Nacional
de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Declaragdo de consentimento

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

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

Declaro que concordo com a participagao do menor. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local: , data: de de 20 .

Assinatura do(a) Responsavel

Assinatura do(a) Pesquisador(a)

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

Comité de Etica em Pesquisa/UFJF Pesquisador Responsavel em Pesquisador Responsavel em UBERABA:

Campus Universitario da UFJF
Pré-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

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

Comité de Etica em
Pesquisa/Hemominas

Alameda Ezequiel Dias, 321 - Santa
Efigénia — Belo Horizonte - Minas Gerais.
CEP 30130-110

Fone:(31)3768-4587

GOVERNADOR VALADARES:

CIBELE VELLOSO RODRIGUES

Enderego: Av. Dr. Raimundo Monteiros
Rezende, 330- Centro

CEP: 35010-177 — Governador Valadares/
MG

Fone: (33) 91506745

E-mail: cibele.velloso@ufijf.edu.br

HELIO MORAES DE SOUZA
Av.Frei Paulino, 30 - Bairro Abadia

CEP: 38025-180 Uberaba/MG
Fones: (34)3318-5000
E-mail: helio.moraes@dcm.uftm.edu.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Biorrepositério do material genético)

(No caso do responsavel pelo menor)

(0] menor , sob sua
responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do projeto de pesquisa “Estudos
diagndstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenga falciforme (gendtipos HbSS e
HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador Valadares e de Uberaba da Fundagéo Hemominas”. Neste
projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario, exames de laboratério e exames clinicos e
medidas do corpo. O motivo que nos leva a desenvolver este projeto é que queremos saber se a quantidade de
gorduras, a taxa de glicose e a de proteina (albumina) estdo relacionadas a doenca falciforme; se vocé tem
também a alfa-talassemia (uma outra forma de anemia hereditaria) além da doenca falciforme e se algum quadro
clinico apresentado estd relacionado a estes exames.

Para este projeto adotaremos os seguintes procedimentos: a partir do prontudrio do menor nés iremos coletar os
dados pessoais, clinicos e exames de laboratdrio ja realizados para o menor sob sua responsabilidade e montar
banco de dados para facilitar as analises. Também precisaremos coletar do menor 2 mL de sangue em um tubo e
10 mL em outro tubo. O primeiro tubo sera utilizado para separar o material genético, o DNA, e fazer estudos
genéticos. Para tanto, pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e
descarte do material biolégico humano amostra de DNA gendmico extraido a partir do sangue cuja utilizagdo esta
expressamente vinculada somente a esse projeto de pesquisa. Nesta pesquisa pretendemos analisar o material
genético (DNA) para verificar se ha alguma variacdo genética no metabolismo de gorduras que possa estar
relacionado aos sintomas da doenca falciforme. Também queremos realizar o teste de DNA para verificar se vocé
tem alfa-talassemia (uma outra forma de anemia hereditaria) além da doenca falciforme e se quadro clinico
apresentado esta relacionado a esta anemia. Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: 2mL de
sangue serdo coletados para extrair do material genético (DNA) e fazer estudos genéticos. O sangue e o material
genético ficardo guardados em tubos, congelados em freezer na temperatura de -302C e -802C respectivamente
por cinco anos.

Se outra pesquisa for realizada com este sangue ou com o DNA nds entraremos em contato com vocé para pedir
autorizacdo. Ao final da pesquisa, o material biolégico humano armazenado no Biorrepositério podera: a)
permanecer armazenado por até cinco anos ou prorrogado por até 10 anos, apds autorizado do CEP e se em
conformidade com as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saude; b) ser descartado, conforme normas
vigentes de Odrgdos técnicos competentes, respeitando-se a sua confidencialidade e autonomia. Vocé sera
informado sobre o descarte deste material e de como ele serd feito depois de finalizado o projeto ou o
encerramento do biorepositdrio. O descarte dos materiais serd feito seguindo um protocolo onde os tubos serao
descartados depois de colocados em solugdo desinfetante e a solugdo descartada na pia. Os tubos serdao
encaminhados para o lixo hospitalar. Se uma das Institui¢Ges parceiras deste projeto querer desfazer a parceria,
ela ira fazer uma declaragdo assinada pelo dirigente institucional. O biorepositério ou sera encerrado ou
transferido para outra Instituicdo. Nos dois casos vocé sera informado.

Para o menor participar desta pesquisa, vocé devera autorizar e assinar este termo de consentimento. Vocé nao
terd nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, 0 menor tem assegurado o direito a indenizagdo. Vocé serd
esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. A participagdo é
voluntdria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é
atendido(a) pelo pesquisador que ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. O menor nao
serd identificado em nenhuma publicacgdo.

Este projeto apresenta risco minimo. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas, em alguns
casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regido do braco onde a agulha foi introduzida. Podera haver
incdbmodo no momento da picada no dedo. Caso seja feita uma coleta de sangue para exames referentes ao
acompanhamento clinico, esta mesma amostra poderd ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova
coleta. O risco de quebra de confidencialidade serd minimizado com a utilizacdo de cddigos alfanuméricos para
identificar as amostras coletadas, e as informacgGes retiradas dos prontuarios e os resultados da pesquisa incluidos
no banco de dados estardo em um Unico computador com acesso protegido por senha onde somente os
pesquisadores terdo acesso.
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Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados genéticos da andlise de alfa-talassemia e de
outros genes que serdo anexados ao seu prontuario para que o médico tenha acesso a estes dados e possa utiliza-
los para alterar ou ndo a conduta no tratamento da doenca falciforme. De forma indireta estes resultados da
pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas, pois poderao trazer conhecimentos para modificar o tratamento ou
até mesmo a orientagdo nutricional.

Vocé, responsavel pelo menor, podera retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material bioldgico
armazenado no Biorrepositdrio, A retirada do consentimento de guarda da amostra biolégica humana no
biorrepositério, pode ser feita em qualquer tempo, sem prejuizo, com validade a partir da data da comunicacao
da decisao.

Os resultados estardo a sua disposicao quando finalizado. Seu nome ou o material que indique sua participacao
nao sera liberado sem a permissao do responsavel por vocé. Os dados e instrumentos utilizados no projeto ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apds esse tempo serdo destruidos valendo
a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta.

Este termo de consentimento de trés paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma via sera
arquivada pelo pesquisador responsdvel, e a outra via serd fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padr&es profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolu¢cdo N2 466/12 do
Conselho Nacional de Saude), utilizando as informacGes somente para os fins académicos e cientificos.

Declaragdo de consentimento

Eu, , portador(a)
do documento de Identidade , responsavel pelo menor
, hascido

em [/ /] com idade de anos*, prontudrio , residente no
endereco (Rua/Av) Ne,
complemento Bairro Cidade

(MG), fone de contato ( ) fui informado(a)

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

, de de20
Nome Assinatura responsavel pelo menor Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

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

Comité de Etica em Pesquisa/UFJF Pesquisador Responsavel em Pesquisador Responsavel em UBERABA-
Campus Universitario da UFJF GOVERNADOR VALADARES-UFIJF: UFTM:

Pré-Reitoria de Pesquisa CIBELE VELLOSO RODRIGUES HELIO MORAES DE SOUZA

CEP: 36036-900 Enderego: Av. Dr. Raimundo Monteiros Av.Frei Paulino, 30 - Bairro Abadia

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Rezende, 330- Centro CEP: 38025-180 Uberaba/MG
cep.propesq@ufjf.edu.br CEP: 35010-177 — Governador Valadares/ Fones: (34)3318-5000

Comité de Etica em Pesquisa/Hemominas MG E-mail: helio.moraes@dcm.uftm.edu.br
Alameda Ezequiel Dias, 321 — Santa Fone: (33) 91506745

Efigénia — Belo Horizonte - Minas Gerais. E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br

CEP 30130-110
Fone:(31) 3768-4587
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Vocé estd sendo convidado(a) como voluntdrio(a) a participar do projeto de projeto de pesquisa
“Estudos diagndstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenga
falciforme (gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador Valadares e
de Uberaba da Fundag¢éo Hemominas”.

Nés precisamos coletar seu nome, endereco e outros dados seus que seu médico escreveu no
prontuario, Também precisaremos coletar um pouco do seu sangue para fazer estudos. O sangue
precisa ser coletado uma vez a cada quatro meses durante o periodo de 18 meses (um ano e 6
meses). Medidas do seu corpo também precisardo ser realizadas tais como: pressao, peso, altura,
e da pele do brago. Um exame da cabega chamado Doppler Transcraniano cerebral, também
precisara ser realizado.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé nao tera nenhum gasto, nem receberd qualquer dinheiro. Vocé serd
esclarecido(a) de qualquer coisa que desejar saber e pode aceitar participar ou ndo. O responsavel
por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participagdo a qualguer momento.
A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que é atendido(a) pelo pesquisador que ira tratar a sua identidade com
sigilo. Vocé ndo sera identificado em nenhuma publicacao.

Este projeto apresenta pouco risco . A coleta de sangue serd feita por um profissional treinado,
mas, em alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regido do braco onde a agulha
foi introduzida. Podera haver incbmodo no momento da picada no dedo. Caso seja feita uma
coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra
poderd ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. Na coleta de medidas do
corpo sera necessario estar sem sapatos para medir e pesar e suspender a blusa para as medidas
de dobras cutaneas Estas medidas serdo feitas em sala reservada na presenca de seu responsavel.

O risco de quebra de confidencialidade sera diminuido com a utilizacdo de cddigos alfanuméricos
para identificar as amostras coletadas, e as informacgdes retiradas dos prontuarios e os resultados
da pesquisa incluidos no banco de dados estardo em um Unico computador com acesso protegido
por senha onde somente os pesquisadores terdo acesso.

Em relagdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderdao ajudar o seu
médico a tratar melhor a doenga falciforme; pode trazer beneficios para outras pessoas que como
vocé tem doenga falciforme.

Os resultados estardo a disposicao do seu responsavel. Seu nome ou o material que indique sua
participacdo ndo sera liberado sem a permissdo do responsdvel por vocé. Os dados e instrumentos
utilizados no projeto ficarao arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos,
e apos esse tempo serdo destruidos.

Se outra pesquisa for realizada com este sangue ou com o DNA nds entraremos em contato com
seu responsavel para pedir autorizacao.

Este termo de consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislagdo brasileira (Resolugdo N2 466/12 do Conselho Nacional de Saulde), utilizando as
informagdes somente para os fins académicos e cientificos.
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Declarag¢do de consentimento

Eu, )
portador (a) do documento de ldentidade (se ja tiver documento),
nascido em / / com idade de anos, prontuario
, residente no endereco (Rua/Av)

Ne.
complemento Bairro Cidade
(MG), fone de contato ( ) fui informado

(a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacGes, e 0 meu responsavel poderd
modificar a decisdao de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel
ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma via deste termo de

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

Local: , data: de de 20

Assinatura do (a) menor Assinatura do (a) pesquisador (a)

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

CEP - Comité de Etica em Pesquisador Responsavel em Pesquisador Responsavel em
Pesquisa/UFJF GOVERNADOR VALADARES- UBERABA-UFTM:

Campus Universitario da UFJF UFJF: HELIO MORAES DE SOUZA
Pré-Reitoria de Pesquisa CIBELE VELLOSO RODRIGUES Av.Frei Paulino, 30 - Bairro
CEP: 36036-900 Endereco: Av. Dr. Raimundo Abadia

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Monteiros Rezende, 330- Centro CEP: 38025-180 Uberaba/MG
cep.propesq@ufjf.edu.br CEP: 35010-177 — Governador Fones: (34)3318-5000

CEP - Comité de Etica em Valadares/ MG E-mail:
Pesquisa/Hemominas Fone: (33) 91506745 helio.moraes@dcm.uftm.edu.br
Alameda Ezequiel Dias, 321 - E-mail:

Santa Efigénia — Belo Horizonte - cibele.velloso@ufijf.edu.br

Minas Gerais.
CEP 30130-110
Fone:(31) 3768-4587

2de?2

Campo de rubricas do menor do pesquisador



y 4L
~ \ Universidade Federal
do Tridngulo Mineiro

‘ﬁjf Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

(Biorrepositério do material genético)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntdrio(a) a participar do projeto de pesquisa “Estudos
diagndstico e avaliativo de biomarcadores de dislipidemias em individuos com doenca falciforme
(gendtipos HbSS e HbSC) acompanhados nos Hemocentros de Governador Valadares e de Uberaba da
Funda¢do Hemominas”. Neste projeto pretendemos realizar pesquisa de dados no prontuario, exames de
laboratério e exames clinicos e medidas do corpo. O motivo que nos leva a desenvolver este projeto é
que queremos saber se a quantidade de gorduras, a taxa de glicose e a de proteina (albumina) estdo
relacionadas a doenca falciforme; se vocé tem também a alfa-talassemia (uma outra forma de anemia
hereditaria) além da doenca falciforme e se algum quadro clinico apresentado estd relacionado a estes
exames.

Para este projeto adotaremos os seguintes procedimentos: com os dados do prontuario nds iremos
coletar seus dados pessoais, clinicos e exames de laboratdrio ja realizados e montar banco de dados para
facilitar as analises. Também precisaremos coletar 2 mL de sangue em um tubo e 10 mL em outro tubo. O
primeiro tubo sera utilizado para separar o material genético, o DNA, e fazer estudos genéticos. Para
tanto, pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte do
material biolédgico humano amostra de DNA gendmico extraido a partir do seu sangue cuja utilizagdo é
somente para este projeto de pesquisa. Nesta pesquisa pretendemos analisar algumas partes do seu
sangue chamado DNA para conhecer mais sobre a doenga falciforme. Também queremos realizar o teste
de DNA para verificar se vocé tem alfa-talassemia (uma outra doenga) além da doenga falciforme. Para
esta pesquisa ndés precisamos colher um pouco do seu sangue. Deste sangue nds iremos tirar o DNA. O
sangue coletado ficard armazenado congelado num freezer na temperatura de -302C e o material
genético (DNA) sera guardado no freezer na temperatura de -802C por 5 anos no biorepositdrio. Seu
responsavel sera informado sobre o descarte deste material apds finalizado o projeto e de como ele sera
feito.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé nao tera nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso,
caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o
direito a indenizacdo. Vocé sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estard livre para
participar ou recusar-se. O responsavel por vocé podera retirar o consentimento de guarda e utilizagdo
do material biolégico armazenado no Biorrepositorio.

A sua participacdo é voluntdria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que é atendido(a) pelo pesquisador que ira tratar a sua identidade com sigilo.
Vocé ndo serd identificado em nenhuma publicacéo.

Este projeto apresenta pouco risco. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas, em
alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regido do braco onde a agulha foi introduzida.
Podera haver incbmodo no momento da picada no dedo. Caso seja feita uma coleta de sangue para
exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma amostra podera ser usada para nossa
pesquisa, sem necessidade de nova coleta.

Em relagdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados poderdo trazer beneficios para
outras pessoas que tem doenca falciforme.

Os resultados estardo a sua disposicdo quando finalizado. Os resultados genéticos da andlise de alfa-
talassemia, dosagem de lipidios e glicose e do Doppler e as medidas do corpo serdo informados se houver
alteracgOes significativas seu responsavel serd orientado a buscar o médico. Seu nome ou o material que
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indique sua participagdo ndo serd liberado sem a permissdo do responsavel por vocé. Os dados e
instrumentos utilizados no projeto ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de
5 anos, e apds esse tempo serdao destruidos.

Se outra pesquisa for realizada com este sangue ou com o DNA nds entraremos em contato com seu
responsavel para pedir autorizacdo.

Este termo de consentimento de trés paginas encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a
sua identidade com padrbes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N2
466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informacdes somente para os fins académicos e
cientificos.

Declaragido de consentimento

Eu, )

portador(a) do documento de ldentidade , hascidoem __ / / com

idade de anos*, prontuario , residente no endereco

(Rua/Av) Ne.
complemento Bairro

Cidade (MG), fone de contato ( )

fui informado(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. E o meu responsavel poderd modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o
consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar dessa pesquisa.
Recebi uma via deste termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.
, de de 20
Nome Assinatura do menor Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

Comité de Etica em Pesquisa/UFJF Pesquisador Responsavel em Pesquisador  Responsavel em
Campus Universitdrio da UFJF GOVERNADOR VALADARES: UBERABA:
Pro-Reitoria de Pesquisa CIBELE VELLOSO RODRIGUES HELIO MORAES DE SOUZA
CEP: 36036-900 Endereco: Av. Dr. Raimundo Av.Frei Paulino, 30 - Bairro Abadia
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: Monteiros Rezende, 330- Centro CEP: 38025-180 Uberaba/MG

. CEP: 35010-177 - Governador Fones: (34)3318-5000
cep.propesq@ufjf.edu.br
Comité de Etica em valadares/ MG E-mail:

Fone: (33) 91506745 helio.moraes@dcm.uftm.edu.br

Pesquisa/Hemominas E-mail: cibele.velloso@ufjf.edu.br
Alameda Ezequiel Dias, 321 — Santa

Efigénia — Belo Horizonte - Minas
Gerais.

CEP 30130-110

Fone:(31) 3768-4587
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Projeto de Pesquisa: Estudos diagnéstico e avaliativo das dislipidemias na doenga falciforme

BANCO DE DADOS CLINICO
IDENTIFICACAO
Q1L JL J/L JL JL J Nenapesquisa (n°do Hemocentro + n° seqgiiencial do participante)

Q.1.2|_ J L ] Hemocentro 01. Uberaba 02. Governador Valadares
Q13 L JL JL JL JL J Iniciais do nome do sujeito da pesquisa
Ql4 L JLJLJL L JL J N°doprontudrio

Q1.5.l |  Diagnéstico 1. HbSS 2. HbSC 3.0utro. Qual?
Q2 L JL IvL JL WL JL JL JL ] Datade nascimento
Q2.1. Género [ ] 1- Masculino 2- Feminino

Q2.2. Uso da Hidroxiureia [ ] 1-sim 2-ndo

Q2.3.|_ JL J/7L JL J/7L JL JL JL | Datade inicio uso da Hidroxiureia

DADOS CLINICOS

0- ausente 1- presente 7 — ndo informa 31/12/1900 — data nao informada
Q3 L | Convulsio
Datas da ocorréncia — informar as mais recentes

Q3.1 / / Q32 / / Q3.3 / / Q3.4 / /

Q.3.5 nimero total de ocorréncias [ ][ ]

Q3.6.0bservagdes

Q4 | | Crise aplastica -— informar as mais recentes

Datas da ocorréncia - informar as mais recentes

Q4.1 / / Q4.2 / / Q4.3 / / Q44 / /
Q 4.5 nimero total de ocorréncias [ ][ ]
Q4.6.0bservacdes

Q.5 | | Crises algicas (especificar somente eventos que necessitam de hospitalizacao e os periodos)

Datas da ocorréncia- informar as mais recentes

Q5.1 / / Q5.2 / / Q5.3 / / Q54 / /

Q.5.5 niimero total de ocorréncias [ [[ ]

Q5.6 Observacdes

Digitacao dos dados no banco realizada por: 1/6
1? data__ /__ / e2? data__ / _/
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Projeto de Pesquisa: Estudos diagnéstico e avaliativo das dislipidemias na doenga falciforme

Q.6 L | Dactilite (sindrome méao-pé)

Datas da ocorréncia — informar as mais recentes

Q.6.1 / / Q.6.2 / / Q.6.3 / / Q.6.4 / /
Q.6.5 nuimero total de ocorréncias [ ][ ]
Q6.6 Observagdes
0- ausente 1- presente 7 —ndo informa 31/12/1900 — data nao informada
Q.7 | | Diabetes mellitus
Q.7.1 L] 1.Tipo 1 2. Tipo 2 3. sem classificacdo
Q.7.1 Data do diagndstico / /
Q.7.2 Observagdes

Q.8 L ] Doenca cerebrovascular

Datas da ocorréncia de AVC isquémico clinico - informar as mais recentes

Q8.1 / / Q.82 / / Q.8.3 / / Q.8.4 / /

Q.8.2 nuimero total de ocorréncias [ ][ ]

Q8.3. Observagdes

Datas da ocorréncia de AIT (ataque isquémico transitorio) - informar as mais recentes

Q.84 / / Q.8.5 / / Q.8.6 / / Q.8.7 / /
Q.8.8 niimero total de ocorréncias [ [[ ]

Q8.9. Observacdes

Q9| | Doenca hepatica obstrutiva

Datas da ocorréncia de calculo — informar as mais recentes:

Q.o.1 / / Q9.2 / / Q9.3 / / Q94 / /
Q.9.5 ntimero total de ocorréncias [ [[ ]
Q 9.6 Observagdes

Q.10 | Doenca renal cronica
Q.10.1 Data do diagndstico / /
Q.10.2 Observagoes

Digitacao dos dados no banco realizada por: 2/6
1? data__ /__ / e2? data__ / _/
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Projeto de Pesquisa: Estudos diagnéstico e avaliativo das dislipidemias na doenga falciforme

0- ausente 1- presente 7 — ndo informa

Q.11 L ] Esplenectomia (retirada do baco)
Q.11.1 Data do evento / /
Q.11.2 Observagoes

31/12/1900 — data ndo informada

Q.12 | | Hipotireoidismo
Q.12.1 Data do diagndstico / /
Q.12.2 Observagoes

Q13 | | Meningite
Q.13.1 Data do diagnéstico / /
Q.13.2 Observagoes

Q.14 L] Priapismo

Datas da ocorréncia — informar as mais recentes

Q.14.1 / / Q.14.2 / / Q.14.3 Q.14.4 / /
Q.14.5 nimero total de ocorréncias [ ][ ]

Q14.6 Observagoes

Q15| | Seqiiestro esplénico agudo

Datas da ocorréncia— informar as mais recentes

Q.15.1 / / Q.15.2 / / Q.15.3 / Q.154 / /
Q.15.5 ntimero total de ocorréncias [ ][ ]

Q15.6 Observagoes

Q.16 | | Sindrome Torscica Aguda

Datas da ocorréncia— informar as mais recentes

Q.16.1 / / Q.16.2 / / Q.16.3 Q.16.4 / /
Q.16.5 nimero total de ocorréncias [ ][ ]

Q16.6 Observagoes

Q.17 | ] Ulcera de perna

Datas da ocorréncia— informar as mais recentes

Q.17.1 / / Q.17.2 / / Q.17.3 Q.17.4 / /
Q.17.5 niimero total de ocorréncias [ ][ ]

Digitacao dos dados no banco realizada por: 3/6
1? data__ /__ / e2? data__ / _/
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Q17.6 Observagdes

REGIME DE TRANSFUSAO

Incluir as datas no quadro abaixo a partir de janeiro de 2015

Q.18.1 / / Q.18.7 / / Q.18.13 / /
Q.18.2 / / Q.18.8 / / Q.18.14

Q.18.3 / / Q.18.9 / / Q.1815 /
Q.18.4 / / Q.18.10 / / Q.18.16

Q.18.5 / / Q.18.11 / / Q.18.17

Q.18.6 / / Q.18.12 / / Q.18.18

EXAMES PARA RISCO OU OCORRENCIA DE DCV

0- ndo realizado 1- realizado 7 —nao informa 31/12/1900 — data ndo informada

Q.20 L | Teste de Doppler Transcraniano
Q.20.1 Data do ultimo exame / /

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

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

Q 20.3 Classificacao de acordo com estudo STOP : [ ]

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

Q.21 | ] Ressonancia Nuclear Magnética (RNM angioRNM) do encéfalo

Q.21.1 Data do exame do ultimo exame

Q.21.2 Resultado

/

/

Q21.3 Observagoes

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

Nome

Questdes coletadas

Data: /[

Nome

Questoes coletadas

Data:  / /

Nome

Questoes coletadas

Data:  / /

Digitacao dos dados no banco realizada por: 4/6
12 data_ / / e 2? data /
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Projeto de Pesquisa: Estudos diagndstico e avaliativo das dislipidemias na doenga falciforme

USO DE MEDICAMENTOS/SUPLEMENTOS/VITAMINAS

0- nao utiliza 1- utiliza 7 —nao informa 31/12/1900 — data nao informada
Nome do Marca/ Dose Data de Inicio do Observacoes
Medicamento Laboratorio uso e termino se
houver
Q.22 Acido félico Q.22.1 Q.22.2 Q.22.3 Q.22.5
L Q.22.4
Q.23 Anti- Q.23.2 Q.23.3 Q.23.5
. . Q.23.1
hipertensivos
L] Q.23.4
Q.24 Q.24.2 Q.24.3 Q.24.5
) Q.24 1
Contraceptivos
L] Q24.4
Q.25 Q.25.2 Q.25.3 Q.25.5
) ] Q.25.1
Corticosteroides |
] Q.25.4
Q.26 Derivados de | Q.26.1 Q.26.2 Q.26.3 Q.26.5
fibratos
L
1.Gemfibrozil Q.26.4
2.Fenofibrato
3.Cclofibrato
Q.27 Hidroxiureia Q.271 Q.35.2 Q.35.3 Q.35.5
Q.35.4
Ll ]
Q.28.1 Q.36.2 Q.36.3 Q.36.5
Q.28 Imunossu- Q.36.4
pressores | |
Q.29 Inibidores da | Q.29.1 Q.37.2 Q.37.3 Q.37.5
absorcéo de
colesterol - Q.37.4
ezetimiba (Zetia®)
L |
Q.30 Redutores de | Q.30.1 Q.38.2 Q.38.3 Q.38.5
colesterol Q.38.4
(estatinas) | |
1.lovastatina
2.Pravastatina
3.simvastatina
4 fluvastatina
5.atorvastatina
Digitacao dos dados no banco realizada por: 5/6
12 data_ / / e2? data /]
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0- nao utiliza 1- utiliza

7 —nao informa

31/12/1900 — data nao informada

Nome do
Medicamento

Marca/
Laboratorio

Dose

Data de Inicio do
uso e termino se
houver

Observacoes

Q.31 Retrovirais Q.31.1

L |

Q.31.2

Q.31.3
Q.31.4

Q.31.5

Q.32
Sequestradores de
acido biliar

L]
1.cholestiramina
2.colestipol
3.colesevelam
4.4cido nicotinico

Q.32.1

Q.32.2

Q.32.3
Q.32.4

Q.32.5

Q.33.1
Q.33
Sequestradores de
ferro (quelantes)

Q.33.2

Q.33.3
Q.33.4

Q.33.5

Q.34 Vitamina B12

L |

Q.34.1

Q.34.2

Q.34.3
Q.34.4

Q.34.5

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

Nome

Questdes coletadas

Data: /]

Nome

Questdes coletadas

Data: [/

Nome

Questoes coletadas

Data: [/

Nome

Questdes coletadas

Data: /[

Digitacao dos dados no banco
1a

data_ / /

realizada por:

data /]

6/6
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BANCO DE DADOS LABORATORIAL - dados do prontuario
IDENTIFICACAO
QiL JL /L JLJL ] Nona pesquisa  (n° do Hemocentro + n° seqiiencial do participante)
Q.1.2|_ J L ] Hemocentro 01. Uberaba 02. Governador Valadares
Q13 L JL JL JL JL J Iniciais do nome do sujeito da pesquisa
Ql4a L JLJLJLJL JL J N°doprontudrio

Q1.5.l |  Diagnéstico 1. HbSS 2. HbSC 3.0utro. Qual?
Q2 L JL J/L JL 4L JL JL JL J Datade nascimento
Q2.1. Género [ ] 1- Masculino 2- Feminino

Q2.2. Uso da Hidroxiureia [ ] 1-sim 2-ndo
Q3. JL J/L JL J/L JL JL JL J Datadeinicio uso da Hidroxiureia

ORIENTACOES - as médias serdo feitas no programa de entrada de dados

- Se o paciente fizer uso da Hidroxiureia preencher antes e depois do uso os dados

- Desprezar exames apods 60 dias das transfusoes sanguineas ou eventos clinicos significativos (crise
algica, infeccdo grave, sequestro esplénico agudo, crise aplastica e sindrome tordcica aguda).

0- nao realizado 1- realizado 7 - ndo informa 31/12/1900 — data ndo informada
Exame laboratorial Resultados ANTES DA
HIDROXIUREIA Observacoes
Data Valores ¢/ unidade
Q.3 Hemoglobina Q3.1 Q3.2 Q3.3
Total L | Q34 Q.35 Q.3.6
Q.3.7 Q3.8 Q.39
Q4.1 Q4.2 Q43
Q.4 HCM | 1 ]Q44 Q4.5 Q.4.6
Q4.7 Q4.8 Q49
Q5.1 Q5.2 Q53
Q.5 VCM L 1]Q54 Q.5.5 Q.5.6
Q5.7 Q5.8 Q.59
Q.6.1 Q.6.2 Q6.3
E'j Hb fetal -HOE 750y Q.65 Q.66
Q.6.7 Q.6.8 Q.6.9
Q.7 Contagem total Q.7.1 Q.72 Q.7.3
de leucdcito -LG Q.7.4 Q.7.5 Q.7.6
L ] Q.7.7 Q.7.8 Q.7.9
Q.8 Contagem de Q.8.1 Q.8.2 Q.8.3
reticulécitos -RT Q.8.4 Q.8.5 Q.8.6
| | Q.8.7 Q.8.8 Q.8.9
Q.9 Contagem Q.9.1 Q9.2 Q.9.3
absoluta de Q94 Q9.5 Q.9.6
|ilejltréfilos -SEG Q.9.7 Q9.8 Q.9.9
Q.10 Contagem Q.10.1 Q.10.2 Q.10.3
absoluta de mondcitos | Q.10.4 Q.10.5 Q.10.6
M | ][Q107 Q.10.8 Q.10.9

Contagem Linf6citos

Digitagcao dos dados no banco realizada por: 1/3
1? data__/ _/ e 2’ data__ / /
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Projeto de Pesquisa: Estudos diagnéstico e avaliativo das dislipidemias na doenga falciforme

0- ndo realizado 1- realizado 7 - ndo informa 31/12/1900 — data ndo informada
Exame laboratorial Resultados ANTES DA
HIDROXIUREIA Observacoes
Data Valores ¢/ unidade
Q.11 Contagem de Q.11.1 Q.11.2 Q.11.3
plaquetas -PQ Q.11.4 Q.11.5 Q.11.6
Q.11.7 Q.11.8 Q.11.9
Q.12.1 Q.12.2 Q.12.3
Q‘;iriosagem deL | Q24 Q.12.5 Q.12.6
Q.12.7 Q.12.8 Q.12.9
Q.13.1 Q.13.2 Q.13.3
&ﬁgg’sagem Cte | Q34 Q.13.5 Q.13.6
Q.13.7 Q.13.8 Q.13.9
Q.14.1 Q.14.2 Q.14.3
Q.14 Dosagem da Q.144 Q.14.5 Q.14.6
Transferrina | | [ Q.14.7 Q.14.8 Q.14.9
XXXXXXXXXXXXXX
Exame Resultados APOS A HIDROXIUREIA Observacdes
laboratorial Data Valores ¢/ unidade
Q.3 Hemoglobina Q3.1 Q3.2 Q3.3
Total L] Q34 Q.35 Q.3.6
Q.3.7 Q.3.8 Q.39
Q4.1 Q4.2 Q4.3
Q.4 HCM L J]Qa4 Q4.5 Q4.6
Q4.7 Q4.8 Q4.9
Q5.1 Q5.2 Q.53
Q.5 VCM L 1]Qs54 Q55 Q.5.6
Q.5.7 Q.58 Q.59
Q.6.1 Q.6.2 Q.6.3
F‘j Hbfetal -HBE 064 Q.65 Q.66
Q.6.7 Q.6.8 Q.6.9
Q.7 Contagem total Q7.1 Q.72 Q.7.3
de leucécito-LG Q.7.4 Q.7.5 Q.7.6
L ] Q.7.7 Q.7.8 Q.7.9
Q.8 Contagem de Q.8.1 Q.8.2 Q.8.3
reticulécitos -RT Q.8.4 Q.8.5 Q.8.6
L ] Q.8.7 Q.8.8 Q.8.9
Q.9 Contagem Q.9.1 Q9.2 Q.9.3
absoluta de Q94 Q.95 Q.9.6
neutréfilos -SEG Q.9.7 Q.9.8 Q.99
L ]
Contagem Linfécitos
Digitagcao dos dados no banco realizada por: 2/3

12 data_ / / e2? data [/
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0- ndo realizado 1- realizado 7 - ndo informa 31/12/1900 — data ndo informada

Exame laboratorial Resultados APOS A HIDROXIUREIA -
- Observacoes
Data Valores ¢/ unidade

Q.10 Contagem Q.10.1 Q.10.2 Q.10.3
absoluta de mondcitos | Q.10.4 Q.10.5 Q.10.6
| 11Q.10.7 Q.10.8 Q.10.9
Q.11 Contagem de Q.11.1 Q.11.2 Q.11.3
plaquetas-PQ Q114 Q.11.5 Q.11.6
L ] Q.11.7 Q.11.8 Q.11.9
Q12  Dosagem de Q.12.1 Q.12.2 Q.12.3
Ferro| | Q.124 Q.12.5 Q.12.6
Q.12.7 Q.12.8 Q.12.9
.13 Dosagem de Q.13.1 Q.13.2 Q.13.3
ferritina | ] Q.134 Q.13.5 Q.13.6
Q.13.7 Q.13.8 Q.13.9
| Q.14.1 Q.14.2 Q.14.3
Q.14 Dosagem da Q.144 Q.14.5 Q.14.6
transferrina | J Q.14.7 Q.14.8 Q.14.9

GENOTIPAGEM DE ALFA-TALASSEMIA

Q16. Teste de alfa-talassemia [ ] 0- nao realizado 1- realizado

Q16.1. Resultado do gendtipo: [ ]

Genotipo Delecao Alfa 3.7

1 — uma deleco, genétipo: -a*’/aa

2 - duas delegbes, gendtipo: -a

37/ 37

Gendtipo Delecao alfa 4.2

3 —uma delecao, genotipo:
-a*?/aa

4 - duas delegdes, gendtipo:
-a*?-g*?

Genotipo

Duplo heterozigoto
Delegbes Alfa3.7 e
alfa4.2

5 _ _a4.2/_a3.7 [ ]

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

Nome

Questodes coletadas
Data:  / /
Nome

Questoes coletadas
Data:  / /
Nome

Questoes coletadas
Data: /[
Nome

Questdes coletadas
Data: /]

Digitagcao dos dados no banco

realizada por:

12 data_ /

/ e2?

3/3
data [/




