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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma doenca marcada por grande heterogeneidade
clinica. Diante disso, muitos genes séo investigados a fim de avaliar sua possivel
modulacdo no curso clinico da doenca: dentre eles, o KLOTHO (KL), que esta
envolvido na biologia do 6xido nitrico, estresse oxidativo e adesao vascular. Com o
objetivo de avaliar o papel de polimorfismos em KL na clinica dos individuos com AF,
investigamos 0s SNPs rs211239 (A>G) e rs685417 (G>A) e sua possivel associacao
com algumas complicagBes clinicas da doenca. Também investigamos os niveis de
expressao de KL, para avaliar possiveis diferencas entre os gendtipos dos SNPs
estudados e entre as complicacdes clinicas analisadas. O estudo foi conduzido por
comparacao de grupos (casos e controles). Apos analise de 703 pacientes, ndo foram
encontradas associacdes do SNP rs211239 com nenhuma das complicacbes. Em
contrapartida, os portadores dos genotipos GA e AA para o SNP rs685417
apresentaram maior frequéncia de crises vaso-oclusivas (p=0,006), de doenca
cerebrovascular (DCV) (p=0,017), maior numero de complicacfes (p=0,029) e menor
tempo para desenvolvimento de DCV (p=0,004) quando comparados aos individuos
com gendétipo selvagem (GG). No que concerne aos niveis de expressao, ndo foram
encontradas diferencas entre os diferentes genétipos dos polimorfismos nem com as
complicac@es. Por outro lado, houve diferenca entre individuos com AF (HbSS) e sem
AF (HbAA) (p=0,0001). Dessa forma, péde-se perceber que os gendtipos GA e AA do
SNP rs685417 parecem indicar um pior prognostico ao paciente, embora ndo tenham

se mostrado como fator que altera os niveis de expressao.

Palavras-chave: rs211239. rs685417. Expressdo génica. Heterogeneidade

fenotipica. Associacao.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a disease characterized by high clinical
heterogeneity. Therefore, many genes are investigated in order to evaluate their
possible modulation in the clinical course of the disease: among them, KLOTHO (KL),
which is involved in the biology of nitric oxide, oxidative stress and vascular adhesion.
In order to evaluate the role of KL polymorphisms in the clinical setting of individuals
with SCA, we investigated the SNPs rs211239 (A>G) and rs685417 (G>A) and their
possible association with some clinical complications of the disease. We also
investigated KL expression levels to evaluate possible differences between the
genotypes of the studied SNPs and between the clinical complications analyzed. The
study was conducted by performing a comparison of groups (cases and controls). The
analysis of 703 patients showed no associations of the SNP rs211239 with any of the
complications. On the other hand, patients with GA and AA genotypes for the rs685417
SNP had a higher frequency of vaso occlusive crises (p = 0.006), cerebrovascular
disease (CVD) (p = 0.017), a greater number of complications (p = 0.029),
and a shorter time to develop CVD (p = 0.004) when compared to individuals with wild
genotype (GG). Regarding the levels of expression, no differences were
found neither between the different genotypes of the polymorphisms nor with the
complications. On the other hand, a notable difference was seen between subjects
with SCA (HbSS) and without SCA (HbAA) (p = 0.0001). Thus, the genotypes GA and
AA of the SNP rs685417 seem to indicate a worse prognosis for the patient, although

they have not yet been shown as factors that change levels of expression.

Keywords: rs211239. rs685417. Gene expression. Phenotypic heterogeneity.

Association.
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1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € a doenca monogénica mais comum no mundo,
sendo caracterizada pela heranca da hemoglobina S (Hb S), decorrente de uma
mutacdo no gene que codifica a cadeia globinica B (HBB; B GAG>GTG,; glu6val),
em homozigose. A fisiopatologia dessa doenca é multifacetada, havendo
anormalidades estruturais e funcionais.

A HDbS é instavel, de modo que, sob baixas concentracdes de oxigénio,
polimeriza e precipita-se, levando a deforma¢des na morfologia eritrocitaria, na sua
membrana e em sua deformabilidade. Os eritrécitos contendo HbS possuem menor
sobrevida na circulacdo e sdo mais aderentes ao endotélio, fatos estes que, unidos
ao processo inflamatorio cronico caracteristico da doenca, contribuem para os
fenbmenos vaso-oclusivos e hemoliticos, culminando em alteracdo da homeostase
vascular. Juntos, estes eventos levam as principais complicagfes clinicas da AF:
intensas crises de dor, sindrome toracica aguda (STA), priapismo, acidente vascular
cerebral (AVC), ulceras de membros inferiores (UMI) e osteonecrose.

Apesar de ser uma condicdo monogénica, os individuos apresentam grande
heterogeneidade fenotipica entre si: enquanto alguns cursam com quadro clinico
brando, outros necessitam de constantes internamentos para tratar as complicacées.
Essa variabilidade esta, em parte, associada a fatores ambientais e a condi¢do socio-
econdmica, que impacta 0 acesso aos servi¢os de atencao a saude basica e, somado
a isso, diversos moduladores moleculares tém sido associados com a estratificacao
progndstica dos individuos com AF.

Dois moduladores genéticos ja sdo bem estabelecidos quanto a associacéo
com a gravidade da doencga: os haplétipos BS e a co-heranca com a talassemia a.
Contudo, eles ndo séo suficientes para elucidar a variabilidade clinica apresentada,
conduzindo a busca de outros moduladores que possam auxiliar como indicativos do
curso clinico dos individuos com AF.

Nesse contexto, encontra-se a importancia do gene KLOTHO (KL).
Descoberto em 1997 por Kuro-o e colaboradores, foi inicialmente relacionado ao
envelhecimento precoce em camundongos mutados, os quais, além de terem menor
tempo de vida quando comparados aos selvagens, apresentaram diversas

complicag@es fisioldgicas, como atrofia de 6rgéos, arteriosclerose e osteoporose.
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O gene KL codifica uma proteina transmembrana que atua como co-receptor
de FGF-23 e uma fracdo sollvel que atua de modo humoral. A proteina KL atua em
diversos mecanismos que séo importantes na fisiopatologia da AF, como a supressao
de moléculas de adesdo no endotélio vascular, producédo de éxido nitrico (NO) e
supresséao do estresse oxidativo.

Por esse importante papel na homeostase vascular, alguns estudos buscaram
associacfes entre polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no KL e as
complicagBes clinicas da AF. Alguns autores, avaliando diferentes grupos
populacionais, encontraram associa¢des destas variantes com a maior frequéncia de
complicacdes clinicas nos individuos avaliados.

Dessa forma, objetivamos estudar variantes genéticas no gene KL, bem como
avaliar seu perfil de expressdo, buscando possiveis associagdes com uma maior
frequéncia das principais complicacdes clinicas que acometem os individuos com AF.
Tais experimentos podem contribuir para elucidar o papel de KL no curso clinico

desses individuos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ANEMIA FALCIFORME

2.1.1. Etiologia e epidemiologia

As hemoglobinopatias séo os disturbios genéticos mais comuns e difundidos
no mundo (Simdes et al. 2010), podendo ser causadas pela heranca genética de
hemoglobinas variantes (como as hemoglobinas S e C, por exemplo) ou pela sintese
insuficiente de cadeias globinicas, como as talassemias (Howard e Davies 2007).

Dentre elas, destaca-se a hemoglobina variante S (HbS), que é a desordem
hereditaria mais comum conhecida nos seres humanos, sendo originada por uma
mutacdo pontual que ocorre no sexto cédon do gene que codifica a cadeia globinica
B (HBB), de localizagdo cromossémica 11p15.5 (Ingram 1959; Sommer et al. 2006).
Tal mutacdo, que é a substituicdo de adenina por timina, leva a troca do acido
glutamico por valina na sexta posicéo da cadeia polipeptidica B (HBB; BS GAG>GTG;
glu6val). Desse modo, a HbS (formada pelas cadeias globinicas a2p52), que é instavel,
substitui a hemoglobina normal A (HbA) (a2f2,) que é a mais comum no individuo
humano adulto ndo portador de hemoglobinopatia (Driss et al. 2009).

Estudos sugerem que essa mutacdo teve origem na Africa e Asia (Nagel e
Labie, 1989), sendo introduzida ao Brasil pelo trafico de escravos oriundos de tribos
africanas no periodo colonial escravagista. Como a presenca do negro africano
contribuiu para a formacao étnica da populacéo brasileira, a hemoglobinopatia S é a
mais frequente no pais: estima-se que 5-6% da populacéo seja portadora do alelo S
(Lyra et al. 2005).

A heranca da HbS pode ocorrer em hetero ou homozigose, sendo esta ultima
condicdo, a mais grave e comum, chamada anemia falciforme (AF) (Naoum 2000),
que foi a primeira doenca molecular descrita, sendo, desde entdo, intensamente
estudada (Sonati e Costa 2008; Fertrin e Costa 2010). Quando em heterozigose com
outra hemoglobina variante, diz-se que o individuo € portador de doenca falciforme, a
qual é de gravidade variavel e, quando herdada com HbA, diz-se que apresenta o
traco falciforme, condicdo comumente benigna, uma vez que as concentragcdes de

HbS séo inferiores a 50% nos eritrécitos (Aradjo et al. 2004).
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Em 2001, o Ministério da Saude, mediante a portaria n°822/01, determinou
que a pesquisa de hemoglobinopatias fosse realizada como parte do Programa de
Triagem Neonatal. Dessa forma, o levantamento epidemiolégico de nascidos vivos
com HbS nas regides brasileiras € facilitado. Na figura 1, € possivel observar que
estados que utilizaram mais intensamente a mao de obra escrava, como Pernambuco,
apresentam maior numero de individuos portadores dessa hemoglobina (Cancado e
Jesus 2007; Wagner et al. 2010).

___a Freqiéncia do
Bl ik A gene S no Brasil
"t ‘\. 4l 3 \ 7
f R \} Populagao
— f - ey 186,7 milhdes
B { ﬁ (":’- , —

Pernambuco
AS 4% (1:23)
DF 1:1.400
Bahia

AS 5,3% (1:17)

_ SioPaulo A DF 1:650
AS28% [(1:35) | ’._Minas Gerais
DF 1:4.000 - AS 3% (1:23)

DF 1:1.400

L_Rio de Janciro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

Rio Grande do Sul

AS 2% (1:65)

DF 1:10.000

AS=trago faleiforme
DF=doenga falciforme
Fonte: Ministéno da Saide do Brasil

Figura 1: Frequéncia da Hemoglobina S nas diferentes regiées do Brasil (Cancado e Jesus,
2007).

2.1.2. Fisiopatologia

A anormalidade estrutural da HbS € o ponto chave que leva as complicacdes
clinicas nos individuos com doencas falciformes. Sob condicdes de baixas
concentragdes de oxigénio, as moléculas de HbS presentes no interior dos eritrocitos
polimerizam, precipitando e conduzindo a modificagbes na morfologia e membrana
celulares. Com essa precipitagdo, a célula pode assumir variadas conformacgoes,
sendo a mais comum a “hemacia em foice” ou “hemacia falcizada”, caracteristica esta
gue leva ao nome da doenca (Zago e Pinto 2007).

A cinética dessa polimerizacdo da HbS possui relacédo exponencial com sua
concentracdo intra-eritrocitaria, demonstrando assim o0 importante papel da
concentracédo dessa hemoglobina no processo de falcizacdo. Dessa forma, tem-se a

justificativa do motivo que leva a AF a ser a condicdo mais grave dentre as doencas
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falciformes, pois é a que apresenta maiores concentragdes intraeritrocitarias de HbS
(Franceschi et al. 2011).

Essas modificacdes celulares, entdo, levam a fendmenos vaso-oclusivos e
intensa hemolise. Intrinseco a esses fatores, ha um quadro de inflamacao crénica nos
individuos (Conran et al. 2009; Rees et al. 2010; Singhal et al. 2016).

Os fendmenos vaso-oclusivos contam com a participagdo dos diversos
componentes sanguineos: eritrocitos, reticuldcitos, leucocitos, plaquetas e também o
endotélio vascular. Os eritrécitos falciformes apresentam maior concentracdo de
moléculas de adesdo em sua superficie, favorecendo o processo de interacdo com o
endotélio e com outros componentes da circulagcdo, como leucécitos e plaquetas. Uma
das moléculas de adesao exposta em grande quantidade pelo eritrdcito falcizado é a
fosfatidilserina (PS), a qual o deixa até trés vezes mais aderente quando comparado
aos eritrdcitos normais (Zago e Pinto 2007). Além dessa maior aderéncia, a exposicao
da PS foi correlacionada com a geracdo de trombina, substéncia relacionada a
formacdo de coagulos de fibrina, que também contribuem para a oclusédo vascular
(Hebbel 1997). No fenbmeno vaso-oclusivo ha, ainda, participacao de leucdcitos, 0s
quais tém atracdo facilitada pela trombospondina, ligando-se a proteina de adeséo
CD47 expressa nos eritrocitos falciformes. A vaso-oclusdo, entdo, gera uma cascata
que se retroalimenta: gera hipdxia, que gera inflamacao, atraindo, assim, mais
leucdcitos e ativando continuamente o endotélio (que expressam mais moléculas de
adesdo, como VCAM-1 e ICAM-1, facilitando a adesao dos elementos sanguineos)
(Zago e Pinto 2007).

Além da vaso-oclusdo, os individuos falciformes apresentam intensa
hemolise: os eritrocitos permanecem na circulacéo de dois a vinte e um dias, fato este
gue se reflete nas baixas concentracfes de hemoglobina (Hb), aumento do nimero
de reticuldcitos circulantes e aumento da concentracdo de marcadores de hemdlise,
como lactato desidrogenase (LDH) e bilirrubinas (De Ceulaer et al. 1983; Ballas e
Marcolina 2006). Essa hemdlise crénica tem importante papel na biodisponibilidade
do oxido nitrico (NO), o qual esta envolvido nos processos de vasodilatacéo, inibicao
da ativacdo e agregacdo plaquetaria e também na diminuicdo da expressao de
moléculas de adeséo (Reiter et al. 2002; Armenis et al. 2017).

O processo hemolitico pode ocorrer extra ou intravascularmente. Quando
dentro dos vasos, libera hemoglobina livre e arginase. Aquela consome o NO

formando metehemoglobina e gerando espécies oxidantes que também consomem
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NO, além de lesar o endotélio gerando processo inflamatorio. A arginase, por sua vez,
promove a conversdo da L-arginina (substrato da sintese do NO) em L-ornitina,
reduzindo, assim, a biodisponibilidade do NO. A deplecédo desse vasodilatador leva,
entdo, a fendbmenos que contribuem para a ocorréncia da vaso-oclusao, como vaso-
constriccdo, ativacdo plaquetéria e aumento da aderéncia ao endotélio vascular (Kato
et al. 2007).

Dessa forma, pode-se perceber que, a nivel molecular, todo o processo vaso-
oclusivo, hemolitico e inflamatorio esta relacionado (Figura 2), sendo eles os
responsaveis pelas complicacfes clinicas apresentadas pelos individuos portadores
de AF (Zago e Pinto 2007).

e Hemélise Ativagio Vaso-oclusio Hipdxia e lesdo
’ “ @ Intravascular ® Endotélio @ @ endotelial

\\’ Neutréfilo

Figura 2: Fisiopatologia da anemia falciforme. A forma alterada e rigida do eritrocito devido a
polimerizacédo da HbS induz o processo de vaso-oclusao e hemodlise. (1) Eritrécitos falcizados levam a
hemdlise intravascular, a qual libera hemoglobina livre (consequentemente, heme) e arginase no
plasma. (2) O grupamento heme ativa neutrofilos e células endoteliais que induzem a expresséao de
moléculas de adesédo. (3) A Hb livre e a arginase diminuem a biodisponibilidade de NO provocando
vasoconstric¢ao; e células endoteliais ativam a coagulacao levando a adesao de plaquetas ao endotélio
com participacao de eritrocitos e neutrdfilos. (4) Dependendo da extenséo da vaso-ocluséo, os tecidos
podem apresentar hipéxia e necrose. (Modificado de Dutra e Bozza 2014).

2.1.3. Complicac0es clinicas

O estado inflamatério crbénico aliado aos fendbmenos vaso-oclusivos e a
intensa hemolise leva os individuos com anemia falciforme a apresentarem diversas
complicag@es clinicas, que acometem diversos 6rgdos e tecidos, podendo ser mais
Ou menos incapacitantes, agudas ou cronicas (Steinberg 2008a; Ballas et al. 2010).
Na tabela 1, estdo resumidas algumas das complicacbes que podem ser

apresentadas.
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Tabela 1: Exemplos de complicacdes clinicas que individuos com anemia falciforme podem apresentar
durante sua vida (Adaptado de Ballas et al. 2010).

Episddios de dor
InfeccBes recorrentes

Exacerbac¢des agudas da anemia
Sequestro esplénico
Crise aplastica
ComplicagGes cardiacas
Cardiomegalia
Hipertensao arterial sistémica
Insuficiéncia cardiaca congestiva
ComplicacBes gastrointestinais e hepato-biliares
Colelitiase
Complicacdes musculares, esqueléticas
e dermatoldgicas
Osteonecrose
Ulceras de perna
Complicagbes neuroldgicas
Acidente vascular cerebral
ComplicacBes oftalmologicas

Complica¢cdes pulmonares

Complicac¢bes renais

Complicagbes genito-urinérias
Priapismo

Complicacbes esplénicas
Sequestro esplénico
Autoesplenectomia

Dentre todas as complica¢gdes, a mais comum apresentada pelos individuos
€ a vaso-oclusdo, a qual leva a isquemia tecidual, causando danos vasculares e
inflamacéo que se refletem em episddios agudos de intensa dor, sendo a principal
causa de admissado hospitalar dos pacientes com AF (Lovett et al. 2014). Os eventos
vaso-oclusivos podem ocorrer em qualquer 6rgdo, sendo mais comuns na medula
0ssea, logo é tida como um evento predominantemente ésseo (Almeida e Roberts
2005). As primeiras crises geralmente manifestam-se com dor nos pés e maos, evento
este chamado dactilite. Em criancas com idade escolar, a dor é principalmente nos
0ssos longos e, quando mais velhos, costumam ter crises dolorosas na coluna
(Howard e Davies 2007).

A sindrome torécica aguda (STA) € tida como a segunda maior causa de
admissdes hospitalares em individuos com AF, acometendo aproximadamente 50%
deles (Vichinsky et al. 1997; Vichinsky et al. 2000). Caracterizada por febre, dor no
peito, infiltrado pulmonar e dificuldade respiratoria, é a principal causa de morte dos

adultos jovens com AF (Quinn 2013).
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Outro evento agudo que acomete os individuos é o acidente vascular cerebral
(AVC), que é cerca de 300 vezes mais frequente em individuos com anemia falciforme
do que naqueles sem a hemoglobinopatia, ocorrendo em aproximadamente 11% dos
individuos até os 20 anos de idade (Balkaram et al. 1992; Earley et al. 1998). Nas
criangas, € mais comum a ocorréncia do AVC do tipo isquémico, que é causado por
estenose e vaso-oclusdo. Nos adultos, por sua vez, € mais comum a ocorréncia do
AVC hemorragico, geralmente causado pela ruptura de aneurismas devido ao dano
vascular acumulado durante os anos (Switzer et al. 2006). Na década de 1990, Adams
e colaboradores publicaram o estudo STOP (Stroke prevention trial for sickle cell
anemia), no qual foi relatado que criancas com risco aumentado de ocorréncia de AVC
(determinado pelo método n&o invasivo de doppler transcraniano (DTC)), quando
submetidas a regime de transfusdo crbnica, apresentam menores chances de
desenvolvimento da complicacdo (Adams et al. 1998). Até hoje, o DTC, seguido de
regime de hipertransfuséo nos individuos com velocidades alteradas, é o protocolo de
prevencao, porém o exame so pode ser realizado em individuos com idade inferior a
16 anos, devido ao espessamento da calota craniana (Domingos et al. 2014).

Danos renais e cardiacos também sdo comuns nos individuos com AF. Nos
rins, a baixa tensao de Oz, baixo pH e alta osmolaridade favorecem a polimerizagao
da HbS e consequente vaso-oclusdo, levando os individuos a, desde cedo,
apresentarem infarto renal (Rees et al. 2010). Cerca de 30% dos adultos desenvolvem
insuficiéncia renal crbnica, sendo causa de morte em diversos casos (Platt et al. 1994).
No que concerne ao sistema cardiovascular, os individuos com AF apresentam
diversas complicagGes que aumentam a morbimortalidade da doenca (Vasconcelos et
al. 2015). Dentre as alteracbes cardiacas estdo cardiomegalia, valvulopatias e
insuficiéncia cardiaca congestiva (Ballas et al. 2010). Tais alteracfes ocorrem tanto
em decorréncia ao alto débito cardiaco, que leva ao aumento das camaras cardiacas
desde a infancia, como também pela vaso-oclusdo, uma vez que 0s eventos
isquémicos promovem lesdes cardiacas como a fibrose (Gualandro et al. 2007).

O tecido ésseo, por apresentar microvasculatura que favorece a falcizacédo
dos eritrécitos, € bastante afetado nos individuos com AF. Além da ja citada vaso-
ocluséo, os individuos podem apresentar danos teciduais e chegar a desenvolver a
condicdo crbnica da osteonecrose (Bennett e Namnyak 1990). Essa complicacéo,
também chamada necrose isquémica, atinge cerca de 50% dos individuos AF apos

os 30 anos de idade, causando intensas dores e, quando na junc¢do osteoarticular do
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quadril, dificuldade de locomocéao, diminuindo a qualidade de vida (Bezerra et al.
2012). O unico tratamento disponivel é a artroplastia, que consiste na colocacao de
uma protese na cabeca do fémur do paciente. Tal procedimento, entretanto, apresenta
altos indices de morbimortalidade e, em 50% dos casos, requer nova cirurgia apos 5
ou 10 anos (Al-Mousawi et al. 2002). Para o diagnéstico, a melhor técnica é a
ressonancia magnética, a qual detecta lesGes no estégio inicial da complicacéo, fato
importante para que o individuo possa tomar medidas que, embora ndo impecam a
progressao da leséo, podem retarda-la, como perda de peso, hidratacdo adequada e
abstencdo de algumas atividades fisicas (Almeida e Roberts 2005).

Outra complicacdo comum € o desenvolvimento de Ulceras em membros
inferiores (UMI), que é a manifestacdo cutanea mais comum nesses individuos e
incide de 25% a 75% deles, sendo mais comum nas regides tropicais e subtropicais
devido ao clima e as baixas condi¢des socioecondmicas (Cumming et al. 2008; Alavi
e Kirsner 2015). Podendo surgir espontaneamente ou em decorréncia de pequenos
traumas, as ulceras dos individuos com AF sdo muito dolorosas, tém cicatrizacao mais
lenta do que aquelas de outras etiologias, pouca resposta aos tratamentos e alta
reincidéncia, além de serem susceptiveis a infec¢do por microorganismos, agravando
0 caso, contribuindo para diminuicdo na qualidade de vida do individuo afetado
(Powars et al. 2005; Paladino 2007). Quanto a sua etiologia, os fendbmenos vaso-
oclusivos, ao provocarem hipéxia, inflamacao e consequente necrose, levam ao dano
tecidual contribuindo para a ocorréncia dos ferimentos (Paladino 2007). A intensa
hemdlise, que diminui a biodisponibilidade do NO, também parece ter importante
contribuicdo na abertura das Ulceras, uma vez que essa complicacdo € vista em outras
formas de anemia hemolitica e os individuos que a apresentam mostram dados
laboratoriais com altas concentracdes dos marcadores de hemolise, como LDH e
bilirrubinas quando comparados aos individuos sem a manifestacao (Kato et al. 2007).
Essas Ulceras podem ser classificadas em agudas ou crbnicas: aquelas com duragéao
inferior a um més sao ditas agudas e as que passam desse periodo sado classificadas
como crdénicas (Minniti et al. 2010).

Aléem dessas complicacdes, outra que € comum nos individuos do sexo
masculino é o priapismo, que é definido como uma erecao peniana prolongada e
dolorosa que ocorre na auséncia de estimulo sexual e acomete menos de uma pessoa
a cada 100.000 habitantes na populagéo geral (Eland et al. 2001). Nos individuos com

AF essa frequéncia eleva-se para 40% (Steinberg 2008b), dos quais, 90% apresentam
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pelo menos um episédio até os 20 anos de idade (Mantadakis et al. 1999). Na AF,
95% dos eventos de priapismo sao do tipo isquémico ou de baixo fluxo, o qual, devido
a baixa oxigenacao do sangue, esta associado a inflamacdo que, na auséncia de
tratamento adequado, pode levar a necrose tecidual podendo causar impoténcia
(Vicari e Figueiredo 2007). Embora haja participagéo de evento vaso-oclusivo na sua
ocorréncia, o priapismo é tido como uma complicagéo clinica fortemente associada a
intensa hemolise, pois ha elevadas concentracdes de marcadores hemoliticos (Kato
et al. 2007). Além disso, a diminuicdo na biodisponibilidade de NO promove uma
reducdo da fosfodiesterase-5 que tém seu papel ligado a inativacdo do cGMP, um
importante agente causal de ere¢cédo peniana persistente.

Com o0 exposto, percebe-se, entdo, que os individuos AF podem apresentar
diversas complicacfes clinicas. Porém, o acompanhamento médico mostra que ha
grande heterogeneidade no modo como a doenca de manifesta: enquanto alguns
cursam com quadro clinico brando, apresentando poucas complicacbes, outros
cursam com uma clinica adversa (Sebastiani et al. 2010). Essa variabilidade fenotipica
pode, em parte, ser explicada por fatores externos, como a condi¢cdo socio-econémica
do individuo, que determinard maior ou menor acesso a informacgfes acerca da
doenca e tratamento adequado, por exemplo (Christakis et al. 1990; Cajado et al.
2011). Esses pontos, entretanto, ndo explicam totalmente as diferengas encontradas,
sendo pesquisados fatores genéticos que possam ser indicativos do progndstico da
AF (Steinberg 2009).

2.1.4. Modulacao genética da Anemia Falciforme

Até o momento, dois moduladores genéticos foram bem descritos quanto a
sua influéncia na modulagcédo clinica de individuos com anemia falciforme: os
hapl6tipos S e a co-heranca com a talassemia o (Higgs et al. 1982; Hazmi et al. 1999;

Domingos et al. 2014).

a. Haplotipos °

O cluster da globina B apresenta sitios polimérficos que sdo herdados em
blocos haplotipicos (Sutton et al. 1989). Sdo descritos cinco padrdoes de sitios
polimdrficos distintos em regifes especificas do continente africano e asiatico,

sugerindo que a mutacéo que gera a HbS provavelmente originou-se em cinco regioes
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independentes espalhando-se para outras regides do globo (Pagnier et al. 1984). Os
nomes dados a esses haplétipos séo referentes ao seu local de origem: Bantu ou
Republica Centro Africana (BAN ou CAR) corresponde aos individuos do centro-sul e
leste africano; Benin (BEN) aqueles do meio-oeste africano; Senegal (SEN), Africa
Atlantica; Arabe-Indiano ou Saudi (ARB ou SAU), a india e Peninsula Arébida
Ocidental; e, por fim, o hapl6tipo Camardes (CAM), restrito, na Africa, ao grupo étnico
Eton na Costa Ocidental Africana (Antonarakis et al. 1984; Pagnier et al. 1984). Além
desses, ha padrbes haplotipicos que ndo correspondem a nenhum deles, sendo
chamado de hapldtipos atipicos (ATP). Tal atipia pode ocorrer por mecanismos
genéticos que levem a mutagBes pontuais nos sitios polimérficos de restricdo e, por
iSs0, ndo se enquadra nos cinco padrdes bem estabelecidos (Zago et al. 2000).

A influéncia desses haplotipos na clinica dos individuos com AF da-se devido
a sua influéncia na producdo de HbF (a2y2), visto que esta ndo forma polimeros com
a HbS, e, assim, quanto maiores os niveis de HbF, melhor tende a ser o curso clinico
(Zago e Pinto 2007).

Individuos com a transi¢do presente na regido -158 (C—->T) do gene HBG 2
tendem a produzir mais HbF devido ao aumento da producéo de cadeias y¢, como é
0 caso dos haplotipos SAU e SEN, que cursam com concentracdes de HbF superiores
a 15%. Os individuos com haplétipo CAR apresentam menores concentracfes de
HbF, cursando com clinica mais grave. Em relacdo ao BEN, h& concentracdes
intermediarias de HbF, sendo dificil a caracterizacdo do curso clinico daqueles que
apresentam este haplotipo (Powars 1991).

No Brasil, estudos mostraram que o haplétipo CAR € o mais comum nas
regides Nordeste e Sudeste, exceto na Bahia, onde ha elevada prevaléncia do
haplétipo BEN (Adorno et al. 2004; Bezerra et al. 2007). Em Pernambuco, o trabalho
de Bezerra et al. (2007), ao caracterizar a composicéo haplotipica de 74 individuos
com doenca falciforme, encontrou prevaléncia de 81% para o haplétipo CAR. Tais
achados séo condizentes com a origem geografica dos escravos trazidos ao Brasil no
periodo colonial, uma vez que os negros oriundos do golfo do Benin foram, em sua
maioria, encaminhados para a Bahia e os oriundos do Congo e Angola, para as

demais regides brasileiras (Figura 3) (Verger 1987).



25

Alipicos
Bantu
Benin
Camarbes

Senegal

Figura 3: Padrées de distribuicdo dos haplétipos Bs na Africa e sua heranca no Brasil (Lindenau 2009).

b. Talassemia o

A talassemia a, assim como a anemia falciforme, € uma hemoglobinopatia de
alta frequéncia em individuos da Africa, sendo comum a co-heranca das duas
mutacBes (Kan e Dozy 1978; Steinberg e Embury 1986; Steinberg 2009). Nela,
diferente da hemoglobinopatia S, ocorre diminuicdo ou auséncia de cadeias o da
molécula de hemoglobina, sendo as principais causas as dele¢des de 3.7 kb e 4.2 kb
(Dodé et al. 1992).

A talassemia a diminui as concentracdes intracelulares de HbS, levando a
menor polimerizacdo e consequente reducdo da hemolise. Assim, individuos que
apresentam as duas hemoglobinopatias tendem a apresentar maiores concentracdes
de hemoglobina e menores niveis dos marcadores hemoliticos. Essa hemdlise
diminuida faz com que os individuos cursem com menos complicacdes de cunho
hemolitico, como AVC, priapismo e Ulceras de perna (Kato et al. 2007). Por outro lado,
a co-heranca eleva a viscosidade sanguinea, favorecendo o surgimento de
complicagbes decorrentes da vaso-oclusdo, como a osteonecrose e as crises de dor
(Steinberg 2005).
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c. Outros moduladores genéticos na anemia falciforme

Embora os haplétipos BS e a co-heranga com talassemia a sejam importantes
moduladores da evolucéo clinica dos individuos com anemia falciforme, sozinhos eles
nao explicam toda a heterogeneidade fenotipica observada (Steinberg e Adewoye
2006). Dessa forma, estudos de associacao de polimorfismos genéticos passaram a
ser desenvolvidos em busca de resultados que ajudassem a compreender como essa
variabilidade é modulada (Steinberg 2008a).

Polimorfismos séo variacdes genéticas que ocorrem com frequéncia superior
a 1% na populagdo (Collins et al. 1998). A época do mapeamento do genoma
humano, descobriu-se que ha uma vasta quantidade deles, os quais sé&o 0s principais
responsaveis pela variabilidade encontrada entre os individuos. Hoje, sabe-se que ha
mais de 19 milhées de polimorfismos no genoma de nossa espécie. A partir do
mapeamento dessas variantes genéticas, diversos estudos passaram a ser
desenvolvidos buscando associacbes de algumas delas com as mais variadas
caracteristicas e doencas a partir da comparacéao de diferentes genoétipos entre grupos
casos (que apresentam o fenotipo investigado) e controles (que ndo apresentam o
fendtipo) (Pacheco e Moraes 2009; Fertrin e Costa 2010).

Na AF, polimorfismos de nucleotideo Unico (Single nucleotide polymorphisms
— SNPs) em genes envolvidos em processos importantes na fisiopatologia da doenca
(como, por exemplo, na biologia do NO, inflamacéo, adesdo endotelial, estresse
oxidativo) passaram a ser estudados (Steinberg 2008b). Na figura 4, é possivel
observar alguns genes que tiveram SNPs associados a complicacdes nos individuos
falciformes.

Em sua revisdo, Stram (2004) mostrou um modo mais rapido e eficaz para a
conducao de estudos de associa¢ado envolvendo polimorfismos a partir da selecéo de
polimorfismos que estejam em desequilibrio de ligacdo com outros proximos a ele,
compondo haploblocos. A eles, é dado o nome de TagSNPs, 0s quais representam
uma regiao dentro do gene e, deste modo, o pesquisador pode selecionar alguns
TagSNPs frequentes na populacdo de estudo e varrer uma consideravel regiao

génica, otimizando tempo e recursos financeiros da pesquisa (Stram 2004).
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Figura 4: Exemplos de genes que mostraram SNPs associados com complica¢cdes clinicas da anemia
falciforme (Adaptado de Steinberg 2008).

2.2 KLOTHO

Kuro-o e colaboradores (1997), ao tentarem criar camundongos transgénicos,
inseriram, por micro-injecdo, um transgene no nudcleo desses animais. Esse
transgene, entretanto, ndo foi expresso e percebeu-se que 0os camundongos com a
insercao apresentaram fenétipo de envelhecimento precoce, além de tempo de vida
menor quando comparado aos animais selvagens. Perceberam, entdo, que a insercao
havia se dado na regido promotora de um gene até entdo desconhecido, ao qual
deram o nome de Klotho, em alusdo a deusa Clotho, que, na Mitologia Grega, €
responsavel pelo regimento do curso da vida.

Esses animais, além de apresentarem tempo de vida consideravelmente mais
curto do que aqueles que ndo sofreram mutacao (tempo de vida de cerca de 60 dias,
enguanto os selvagens viviam mais de 100 dias), também apresentaram fenétipo de
envelhecimento precoce: disturbio de marcha, atrofia de 6érgdos como o timo,
calcificagéo ectopica, arteriosclerose, atrofia muscular, osteoporose e enfisema (Kuro-
o et al. 1997). A partir desse estudo, diversas outras pesquisas foram e sdo realizadas

com esse gene a fim de encontrar contribuicbes dele em diversos fenétipos.
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2.2.1. Gene e proteinas

O Klotho (KL) € um gene altamente conservado em humanos, ratos e
camundongos, tal como as proteinas por ele codificadas (Wang e Sun 2009a). E
interessante saber que foram relatados dois genes paralogos a ele, os chamados f-
Klotho e y~Klotho, sendo, por isso, o Klotho, em alguns trabalhos, reportado como o-
Klotho (neste trabalho, é referido como Klotho). Esses paralogos, entretanto, ndo séo
tdo bem estudados nem suas funcdes sdo bem estabelecidas como o Klotho, que é o
foco deste trabalho (Kuro-o 2012; Kim et al. 2015).

Em humanos, KL esta localizado no cromossomo 1312, tem 50 kb e possui
cinco éxons e quatro introns (Matsumura et al. 1998). Devido a ocorréncia de um
processamento alternativo no éxon 3, a sua transcricdo pode ocorrer de duas
maneiras. Nesse éxon, ha uma insercao de 50 pares de base (pb) que possui o cédon
de parada TAG (o G é o primeiro nucleotideo do éxon 4, enquanto TA estdo no éxon
3). Se ocorrer o processamento, esse coédon de parada é retirado e é codificada uma
proteina de 1012 aminoécidos (3036 pb) que € transmembrana e contém um pequeno
dominio ndo funcional (~10 aa) e dois dominios extracelulares com sequéncias que
se repetem, chamadas KL1 e KL2. Contudo, caso o processamento ndo ocorra, a
proteina gerada sera truncada com apenas 549 aminoacidos e secretada, agindo
como fator humoral (Matsumura et al. 1998; Kim et al. 2015).

A proteina transmembrana é expressa em menor quantidade do que a forma
secretada e € encontrada em diversos tecidos e 6rgdos, como, por exemplo, no rim,
aorta, epitélio, tecidos enddcrinos e em células neuronais (Lim et al. 2015).

E importante destacar que, na circulacdo, ndo existe apenas a forma
secretada originada pelo processamento alternativo. A proteina transmembrana pode
passar por modificacdes pds-traducionais sendo clivada por a e B-secretases (ADAM-
10, ADAM-17 e BACEL), gerando porcdes soluveis de 65 kDa e 130 kDa que
permanecem na circulagao ainda mais tempo do que o produto truncado, funcionando
também como fator humoral, sendo a quebra do tipo a, que gera o produto de 130
kDa, mais comum (Bloch et al. 2010; Xu e Sun 2015). Na figura 5, é mostrado,

esquematicamente, o gene KL, tal como seus produtos.
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Figura 5: Esquema mostrando o gene KLOTHO com os éxons representados em verde e 0s introns,
em azul. Abaixo do gene, é possivel ver os seus produtos: a proteina transmembrana e os resultados
de sua clivagem por secretases, tal como a proteina secretada resultante do processamento alternativo
do mRNA (Adaptado de Xu e Sun 2015).

2.2.2. Funcgdes

Desde a sua descoberta, KL vem sendo intensivamente estudado. Em
pesquisa realizada em janeiro de 2017 no NCBI (PubMed) utilizando a palavra
“Klotho”, um total de 1514 resultados foram encontrados.

Diante dessas pesquisas, diversas funcdes foram atribuidas a seus produtos.
A proteina KL transmembrana atua como co-receptor do hormdnio 6sseo fator de
crescimento de fibroblastos 23 (do inglés, fibroblast growth fator 23 — FGF23)
otimizando sua ligagéo ao seu receptor, e permitindo, assim, que exerca sua fungao
de manter homeostase de célcio e biossintese de vitamina D (Liu e Quarles 2007). O
KL circulante, por sua vez, atua de modo humoral exercendo sua fungdo nos mais
diversos 6rgdos e tecidos (Wang e Sun 2009b), participando, por exemplo, da
supressdo da sinalizagdo Wnt, evitando envelhecimento precoce (essa via esta
relacionada a proliferacao celular, logo, se ativada de modo aumentado, pode levar a
deplecao de células tronco e acelerar o processo de envelhecimento) (Kirstetter et al.
2006).

No que concerne a outras fungdes do gene, estudos mostraram que a proteina
KL tem grande importancia na biologia do 6xido nitrico (Saito et al. 1998; Nagai et al.
2000; Nakamura et al. 2002), expressdo de moléculas de adesdo quando sob
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processo inflamatorio (Maekawa et al. 2009) e controle do estresse oxidativo
(Yamamoto et al. 2005).

Em relacdo ao NO, em 1998, Saito et al. estudaram a vasodilatacdo em
animais submetidos a estimulo da acetilcolina. Perceberam que aqueles mutados para
o KL apresentaram vasodilatacdo inferior aos animais selvagens. Além disso,
mediram nitrato e nitrito na urina, metabdlitos do NO, observando concentracdes bem
menores Nos animais com a mutacédo, o que sugere menor producao endogena. Além
disso, realizaram parabiose (conexdo cirdrgica) entre 0s animais selvagens e 0s
mutados e observaram que estes apresentaram melhores respostas a vasodilatacgéo,
0 que suporta a ideia de que o KL, atuando de modo humoral, ao ser passado para 0s
animais mutados, proporcionou a producdo do NO. Outros estudos reproduziram
esses achados (Nagai et al. 2000; Nakamura et al. 2002; Majumdar et al. 2011). O
mecanismo pelo qual KL atua nessa regulacdo ainda é alvo de constantes pesquisas,
entretanto trabalho de Richter et al. (2016) sugere que a atuacdo do FGF-23 induz
uma cascata de sinalizacao intracelular que é responséavel pela sintese de NO e, como
a ligacdo do FGF-23 ao seu receptor é regulada pelo KL, dai a importancia do KL na
producado desse vasodilatador (Richter et al. 2016).

No que diz respeito a expressao de moléculas de adesao quando sob estimulo
inflamatoério, Maekawa et al. (2009) realizaram estudo no qual aplicaram, a células
endoteliais de corddao umbilical humano, TNF-a (citocina pré-inflamatéria),
percebendo grande aumento na expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1 e
VCAM-1. Ao administrarem TNF-a e KL, observaram expressiva reducao nos niveis
de RNA mensageiro dessas moléculas adesivas, levando a conclusédo de que KL tem
importante papel na supressao de sua expressao, que € normalmente aumentada
quando h& estimulo inflamatério.

Além disso, estudos mostram que KL circulante atua inibindo a via de
sinalizacdo insulina/fator de crescimento semelhante & insulina | (IGF-1) por evitar a
autofosforilagao de seus receptores, impedindo, assim, a propagacao do sinal (Kurosu
et al. 2005). A moderada regulacéo da ativacédo da sinalizacédo das vias insulina/IGF1
€ um mecanismo conservado de supressédo do envelhecimento (Tatar et al. 2003).
Essa regulacgéo limita a fosforilagéo da serina-treonina quinase Akt, a qual fosforila os
fatores de transcricdo FOXO (do inglés mammalian forkhead box O), importantes na
expressdo de enzimas antioxidantes, como catalase e MnSOD2 (manganese

superéxido dismutase 2). Se ha deficiéncia de KL, ha prejuizo na expressao dessas
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enzimas antioxidantes, fator este que contribui para o estresse oxidativo, aliado ao
fato de que a menor producdo de NO também aumenta os danos oxidativos (Kurosu
et al. 2005; Yamamoto et al. 2005; Wang e Sun 2009b).

Com tantas funcdes descritas, muitos estudos foram realizados avaliando se
a expressdo de KL estava alterada em diversos processos patologicos, encontrando,
por exemplo, menor quantidade de proteina circulante ou menores niveis de mRNA
em diversas condi¢des clinicas, como doencas cardiovasculares (Semba et al. 2011;
Keles et al. 2016) e nefropatias (Kacso et al. 2012).

No que tange a anemia falciforme, KL também se mostrou como interessante
alvo de estudo, pois estd envolvido em pontos importantes na fisiopatologia da
doenca, como estresse oxidativo, producdo de o6xido nitrico, inflamacéo e adeséo
vascular (Conran et al. 2009). Diante disso, estudos investigando polimorfismos neste
gene foram realizados a fim de avalid-lo quanto a possivel modulagdo na doenca
(Nolan et al. 2004; Baldwin et al. 2005; Nolan et al. 2006; Ashley-koch et al. 2008;
Galarneau et al. 2013; Souza et al. 2015).

2.2.3. Estudos na AF

Apbs a descricdo da importancia do KL, ele se tornou um gene alvo nas
pesquisas em busca de moduladores da AF. Dessa forma, diversos trabalhos foram
desenvolvidos buscando variagdes nesse gene que possam estar relacionadas com
a heterogeneidade fenotipica dos individuos.

Baldwin et al. (2005) realizaram um estudo com polimorfismos em genes que
eles hipotetizaram estar associados com o desenvolvimento da osteonecrose. Ao
todo, dez SNPs em KL (rs480780, rs211235, rs149860, rs685417, rs516306,
rs565587, rs211239, rs211234, rs2238166, rs499091, rs576404) mostraram-se
associados a ocorréncia da complicacdo estudada, sendo justificado o achado pela
acao desse gene no metabolismo 6sseo que, com a deficiéncia de KL, pode estar
desregulado.

Nolan et al. (2004), por sua vez, encontraram associagdo de polimorfismos
em KL (rs2249358 e rs211239) com o desenvolvimento de priapismo, sendo
justificado pela atuacdo desse gene no metabolismo do 6xido nitrico, importante fator

na ocorréncia dessa manifestagdo. Em 2006, o mesmo grupo estudou polimorfismos
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em KL (rs685417 e rs516306) na ocorréncia de Ulceras maleolares e também foi
encontrada associacao.

Trabalhos de Martinez-Castaldi et al. (2007) e Ashley-Koch et al. (2008)
também investigaram polimorfismos no KL em associagdo com complicacdes clinicas.
Aquele encontrou associacdo com rs2149860 e rs656525 com a ocorréncia de STA,
enquanto este associou a maior frequéncia de hipertensao pulmonar nos individuos
falciformes com o polimorfismo rs1888057.

Nenhum desses estudos, porém, buscou avaliar se a expressdo do gene
estava relacionada com os polimorfismos estudados e/ou com as complicacbes
clinicas apresentadas pelos individuos.

Devido, entdo, a importancia do KL em mecanismos fisiolégicos importantes
na fisiopatologia da AF, polimorfismos que possam comprometer a expressao e/ou
funcd@o de sua proteina podem estar relacionados a modulagéo da fisiopatologia da
doenca. Assim, este trabalho buscou avaliar a associacdo de polimorfismos nesse
gene, tal como sua expressao, com as variaveis clinicas e laboratoriais de individuos

com AF acompanhados na Fundacdo Hemope em Recife.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a associacéo de polimorfismos do gene KL (rs211239 (A>G) e rs685417

(G>A)) e seus niveis de expressao buscando correlacionar os dados encontrados com
a frequéncia das principais complicacdes clinicas em individuos com anemia

falciforme.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Levantar dados clinicos e laboratoriais dos individuos com anemia
falciforme acompanhados na Fundacdo Hemope, avaliando a frequéncia de
complicacBes clinicas e os dados laboratoriais e moleculares dos respectivos
individuos;

2. Determinar a frequéncia dos polimorfismos rs211239 (A>G) e rs685417
(G>A) do gene KL nos individuos com anemia falciforme acompanhados na Fundacgéo
Hemope e investigar a associacado deles com a ocorréncia ou nao das principais
complicagdes clinicas nos individuos estudados;

3. Determinar os niveis de expressado do gene KL, buscando correlacionar os
resultados encontrados com os SNPs estudados e as principais complicacdes clinicas

apresentadas pelos individuos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo do tipo coorte transversal retrospectivo com
comparacao de grupos. A amostra analisada é composta por individuos com anemia
falciforme, n&o aparentados, de ambos os sexos, acompanhados na Fundacao de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), em Recife/PE.

Apoés andlise de 747 individuos por meio dos relatos encontrados em seus
prontuarios, 44 foram excluidos do estudo por ndo fazerem acompanhamento
ambulatorial regular, de modo que 703 foram selecionados. Dos prontuarios, foram
colhidas informagBes sobre os respectivos cursos clinicos e dados laboratoriais,

sendo realizada a divisao de individuos em grupos com e sem complicacdes clinicas.

4.2. DEFINICAO DE GRUPOS

Individuos com AF, sem limites de idade, que apresentaram as principais
complicacBes clinicas da doenca compuseram os diferentes subgrupos “caso”.
Individuos com AF, acima de 18 anos e sem relato das principais complicacdes, por
sua vez, compuseram o grupo controle.

a) Grupo de individuos “caso”: Individuos que manifestaram as condigdes
clinicas principais e mais debilitantes (doenca cerebrovascular,
osteonecrose, priapismo, STA e Ulceras de perna) foram divididos em
diferentes subgrupos, a saber:

a. Subgrupo de individuos que desenvolveram  doenca
cerebrovascular (DCV): composto por individuos que apresentam
registro de ressonancia magnética e/ou  tomografia
computadorizada mostrando lesdo neurologica consequente de
acidente vascular cerebral (AVC) e por individuos com elevada faixa
de risco para ocorréncia de AVC determinada pela alta velocidade
detectada pelo DTC. Neste grupo ndo foram incluidos individuos
com historico de comorbidades que podem levar a ocorréncia do
AVC, como hipertensao arterial, a fim de restringir os individuos
“caso” aqueles em que a complicagdo esteja de fato relacionada a

doenca de base. Também néo foram incluidos individuos com
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outras complicacdes neuroldgicas, como sindrome moya-moya e
crises convulsivas;

b. Subgrupo de individuos que desenvolveram osteonecrose:
composto por individuos que apresentam exames de ressonancia
magnética e/ou raio-X mostrando lesédo O0ssea, além de queixas
0sseo-articulares e diagnéstico confirmado por ortopedista;

c. Subgrupo de individuos que desenvolveram priapismo: composto
por individuos do sexo masculino que apresentaram registro unico
ou reincidente de priapismo relatado em prontuario;

d. Subgrupo de individuos que desenvolveram STA: composto por
individuos que apresentaram evento de sindrome toracica aguda
com comprovacao por exame de raio-X evidenciando a presenca
de infiltrado pulmonar, como proposto por Vichinsky e cols. (1997);

e. Subgrupo de individuos que desenvolveram Ulceras de perna:
composto por individuos que apresentaram relatos médicos de
desenvolvimento de Ulceras de perna.

As demais complicacbes clinicas, como nefropatia e cardiopatia, por
exemplo, ndo foram agrupadas em subgrupos “caso” pelo fato de que sua
etiologia € mais fortemente influenciada por fatores alheios a anemia
falciforme (como alimentacéo e habitos de vida) e por ndo haver registros
detalhados como no caso das principais complicacdes acima citadas.

b) Grupo de individuos “controle”: Grupo de individuos com AF acima de 18
anos, ndo aparentados, que, até a censura do estudo, ndo apresentaram
complicacgBes clinicas que possam ter etiologia decorrente da doenca de
base, como proposto por Ballas e cols. (2010). Desse modo, foram
excluidos individuos com todas as complicagbes encontradas no grupo
caso e também aqueles que apresentam relato de nefropatia, hipertensao
arterial pulmonar, problemas cardiacos, sequestro esplénico e dactilite.
Esse grupo foi usado como controle frente as manifestacdes dos diferentes
subgrupos caso. Em relacdo aos controles frente a manifestacao
priapismo, foram usados os individuos do sexo masculino deste grupo.

E importante ser dito também que os individuos, independentemente de

serem do grupo caso ou controle, foram analisados ainda por dois outros parametros:

de acordo com o numero de crises vaso-oclusivas (CVOs) passiveis de internacao
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reportadas ao ano e de acordo com o nimero de complicagBes apresentadas dentre
aguelas que compdem 0s subgrupos caso.

Além disso, para as analises de expressao génica, o estudo contou com um
grupo de 35 individuos sem anemia falciforme (com padrédo de hemoglobina normal —
HbAA), acima de 18 anos, de ambos os sexos, que serviram como referéncia para
calculo de expresséo relativa do gene KL.

De todos os individuos participantes, apos assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), foram realizadas coletas de amostras de
sangue para realizagdo de analises moleculares. Essa coleta deu-se por recrutamento
atraves de telefonemas ou durante as consultas ambulatoriais de rotina. Cerca de 8,0
mL de sangue periférico foram coletados em tubos contendo o anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para extracdo de DNA e RNA para realizacdo dos
experimentos. E importante saber que as coletas ocorreram quando os individuos com
AF estavam em seu estado basal, como proposto por Ballas e cols. (2010): sem crises
de dor e sem processos infecciosos nem inflamatorios em um periodo prévio de quatro
semanas; sem admissao hospitalar em até trés dias que antecederam a coleta e sem
transfusGes sanguineas em um periodo de 90 dias. No que diz respeito aos individuos
sem AF, as coletas também foram realizadas em adultos sem sinais de infec¢des ou

inflamacdes num periodo prévio de 4 semanas.

4.3. ANALISE LABORATORIAL

As andlises dos dados laboratoriais (hematolégicos, bioquimicos e
guantificacdo de hemoglobinas) foram obtidos dos resultados de exames de rotina,
fixados nos prontuarios médicos. A quantificacdo das hemoglobinas (HbF, HbS e
HbA?) foi realizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC — VARIANT
/ BIO-RAD, CA, USA), dosadas apds os cinco anos de idade e antes do inicio do

tratamento com hidroxiuréia, no caso dos individuos que fazem uso do farmaco.

4.4. ANALISES MOLECULARES

As amostras coletadas foram conduzidas ao laboratorio de Hematologia e
Biologia Molecular do Laboratorio Central do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram processadas para que as analises

moleculares pudessem ser realizadas.
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4.4.1. Extracdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico, necessario para determinacdo dos
moduladores classicos e para genotipagem dos polimorfismos de KL, dos individuos
foi realizada a partir dos leucadcitos pela técnica de fenol-cloroformio modificada (Davis
et al. 1986), que consiste em promover a extracdo de DNA de sangue periférico
utilizando fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. Neste procedimento, as
proteinas contaminantes sofrem desnatura¢cédo e sdo mantidas na fase organica ou na
interface entre as fases organica e aquosa, enquanto que os acidos nucléicos
permanecem na fase aquosa. A adicdo de etanol faz com que os sais e outros solutos,
como os residuos da extracdo com fenol/cloroférmio, permanecam em solucéo,
enquanto os acidos nucléicos precipitam-se e possam ser separados facilmente por

centrifugacao.

Essa técnica deu-se, detalhadamente, da seguinte maneira: 4,0 mL de sangue
foram centrifugados a 3.000 rpm durante 10 minutos para que houvesse separacao
do plasma e ele pudesse ser descartado, restando apenas a parte celular. Os
eritrocitos foram, entdo, lisados pela chamada solucéo de lise, que € uma mistura de
solugdes contendo NH4Cl 0,144M e NH4HCO3 0,01M que tem por finalidade lisar os
eritrécitos, e, apés centrifugacdo a 2.200 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
desprezado. A seguir, a solucdo denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI
10mM; MgCl2 10mM; EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 50l
de Triton X-100. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 2.200 rpm por
10 minutos e, posteriormente, o sobrenadante foi descartado, obtendo-se, dessa
forma, o precipitado de leucécitos, dos quais foi extraido o DNA.

Para lisar os leucaocitos, adicionou-se 400ul da solucdo TKM2 (Tris-HCI 10mM
pH7,6; KCl 10mM; MgCl2 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25 pl de SDS 10% e a
mistura foi incubada a 55°C durante 45 minutos. Apés esse periodo, adicionou-se
180ul de NaCl 5M a solucéo, a qual foi mantida a temperatura ambiente por 15
minutos. Passado esse tempo, centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi transferido para outro tubo, adicionando-se a ele um volume igual de
fenol e de uma solugéo cloroformio/alcool isoamilico (proporcéo 24:1), seguido de
homogeneizacéao, centrifugacao e transferéncia do sobrenadante para outro tubo. A
mistura de cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada ao tubo, centrifugada e o

sobrenadante transferido para um novo tubo, no qual adicionou-se acetato de sodio
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3M pH 5,3 e etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA, seguido novamente de
centrifugacéo a 12.000 rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o pellet
lavado com etanol 70% gelado, seguido de nova centrifugacdo para precipitacao do
DNA, seguida de descarte do etanol. Apos essa Ultima etapa, o tubo foi colocado para
secagem e, quando seco, o DNA foi solubilizado em agua deionizada e estéril,
quantificado em equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.,

Wilmington, DE, USA) e teve sua integridade analisada em gel de agarose 1,0%.

a. Caracterizacdo dos individuos quanto aos moduladores classicos

da anemia falciforme

Os haplétipos do gene BS foram determinados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), seguido de andlise de restricdo (RFLP), sendo analisados 6 sitios
polimérficos para definir os haplétipos: 5'yG-Xmn |, yG-Hind III, yA-Hind 11, wB-Hinc II,
3'yB-Hinc Il e 5B-Hinf | (Bezerra et al. 2007). A pesquisa da mutacdo -o27K® foi
investigada por  gap-PCR, utilizando-se 0s iniciadores C2 (5
CCATGCTGGCACGTTTCTGA 3’) e C10 (5 GATGCACCCACTGGACTCCT 3)).
Nessa reac¢do, os oligonucleotideos iniciadores se ligam na regido que compreende a
possivel delecdo, gerando padrdes distintos de produtos de amplificacdo, conforme

previamente descrito (Dodé et al. 1992).

b. Analise molecular dos polimorfismos em Klotho

Para este estudo, foram selecionados, com auxilio do software SNPBrowser
versao 4.0. os polimorfismos intrénicos KL rs211239 (A>G) e KL rs685417 (G>A). Os
critérios para selecdo foram que os polimorfismos fossem do tipo TagSNPs e que
apresentassem MAF (do inglés, minor allele frequency) superior a 10% nas
populacdes caucasiana e africana, as quais contribuiram para a formacao étnica de
nosso pais. Aléem disso, Nolan et al. (2005), Baldwin et al. (2005) e Nolan et al. (2006)
encontraram, em suas populacdes de estudo, associacao desses polimorfismos com
complicagbes clinicas em individuos com AF. O KL rs211239 marca o SNP KL
rs499091 (A>G), enquanto o KL rs685417 marca os seguintes polimorfismos em KL
rs577912 (T>G), rs7982726 (T>C), rs569546 (G>A), rs8000084 (C>T), rs8001148
(A>G), rs9536254 (T>G), rs9526990 (A>G), rs1207362 (G>T), rs9526998 (G>A),
rs567170 (C>G), rs625774 (A>T), rs573406 (G>T), rs2772368 (A>G), rs2516571
(G>A), 1s2320762 (T>G), rs520103 (T>A).
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A genotipagem dos individuos para o polimorfismo KL rs211239 (A>G)
ocorreu por reacao em cadeia da polimerase (PCR) seguida de analise de fragmentos
de restricdo (RFLP) utilizando a enzima Mspl. Para confirmar a amplificacdo, os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado
com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta. Apds este passo, as amostras
foram submetidas a andlise de restricdo com a enzima Mspl durante 24h a 37°C em
banho-maria seco e os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 3%. Para interpretacao dos resultados, foi utilizada a informacéo de que o sitio de
acdo dessa enzima € em uma regido com a sequéncia nucleotidica CCGG, logo
realiza o corte no alelo que contém o polimorfismo. Desse modo, individuos GG
sofrem clivagem nos dois alelos e apresentam, no gel, fragmento de 223pb, enquanto
individuos AA nao apresentam o sitio de restricdo, apresentando, no gel, fragmento
do mesmo tamanho do amplificado: 244pb. Na tabela 2 esta descrita a sequéncia dos
primers utilizados nesta reacado, tal como a enzima utilizada na digestdo e seus
respectivos fragmentos; e, nas tabelas 3 e 4, a composicéo da reacao e sua ciclagem,

respectivamente.

Tabela 2: Primers utilizados para amplificacdo da regido que compreende o polimorfismo KL rs211239
(A>G), mostrando o tamanho da regido amplificada, tal como a enzima de restricdo utilizada para as
andlises de tamanho de fragmento.

Sequéncia dos primers Direcédo Produto Enzima  Fragmentos
CACATTGTTTTTTGAAGGTTCC S*
TTCTATGTGCAAAAGCCGTG AS* 244pb Mspl  223pb+21pb

*S: Sense; AS: Antisense.

Tabela 3: Composicéo da reacdo para amplificacdo da regido polimérfica do KL rs211239 (A>G).

Componentes Volume (uL)

H20 23,6
Tampéo 10x 3,0
MgCl» 1,2
dNTPs 0,5
Primer S 0,5
Primer AS 0,5
TaqgPol 0,2

Volume final 29,5
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Tabela 4: Condi¢des da reacao utilizada para amplificacdo da regido do polimorfismo KL rs211239
(A>G).

Desnaturacéo Desnaturacéo Anelamento

inicial (35x) (35x) Extenséo (35x) Extenséo final

T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo

96 2 96 30” 56 307 72 1 72 5

A detecgéo do polimorfismo KL rs685417 (G>A), por sua vez, foi feita por PCR
em tempo real (RT-qPCR) por discriminacéo alélica utilizando o sistema TagMan®,
que consiste em sondas marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente
para serem complementares a cadeia de oligonucleotideos. As sondas utilizadas no
estudo foram VIC (yellow) e FAM (green) e os primers utilizados para pesquisa dos
polimorfismos estéo disponiveis para o uso em pesquisa de carater cientifico no site
(https://products.appliedbiosystems.com — ID: C__ 2983081 _10). Para realizagéo
desta técnica foi utilizado o aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research,
Australia).

Para cada amostra, a reacao foi preparada por 3,125uL de agua, 0,625uL de
primer/sonda, 6,25uL de master mix e 2,5uL de DNA,; e a ciclagem para 0s ensaios
foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Apds a reacdo de PCR, foi definido o treshold para analise, plotando-se os
sinais de fluorescéncia para cada amostra e assim discriminando os alelos presentes,

conforme recomendac@es do fabricante (Life Technologies, California, USA).

4.4.2. Extracdo do RNA a partir dos leucacitos totais e sintese do DNA

complementar (cDNA)

Os outros 4 mL de sangue foram utilizados para extracédo do RNA a partir dos
leucdcitos totais: os eritrécitos foram lisados a partir de incubacéo por 15 minutos no
gelo com solugdo de lise de eritrocitos gelada (0,144 mol/l NH4CI, 0,01 mol/l
NH4HCO3) e apoés a incubacao foram centrifugadas a 1.600 rpm por 10 minutos a
4°C. O pellet remanescente foi lavado com solugao tampao fosfato salina a 1X gelada
(PBS) e apos centrifugagéo seguindo o padréao anterior, foram adicionados 250 pl de
PBS mais 750 pl reagente Trizol® (Invitrogen, EUA) ao pellet obtido. A extracéo foi
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procedida seguindo a técnica de Chomczynsky e Sacchi (Chomczynski and Sacchi
1987).

As amostras de RNA foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Rockland, DE) e a integridade foi avaliada
através de gel de agarose desnaturante a 1,5%. O material utilizado na preparacao
(cuba de eletroforese e vidrarias) foram previamente tratadas com peroxido de
hidrogénio a 3%. O gel foi preparado com agua tratada com DEPC, seguindo as
recomendacdes de Liu et al. (2015) para avaliacao de integridade. A sintese do DNA
complementar (cDNA) partiu de uma solucédo contendo 1ug de RNA em 10ulL, com a
utilizacao do kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, EUA), seguindo

as recomendacdes do fabricante.

a. Analise do perfil de expresséo relativa de KL

A partir do cDNA sintetizado, foi realizado o ensaio de expressao génica por
PCR em tempo real quantitativa (RT-qPCR). Os experimentos foram realizados em
duplicata em placas 6pticas MicroAmp de 96 pocos utilizando o equipamento Aria MX
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA); o gene utilizado como controle
enddégeno foi o GAPDH humano (Numero de catalogo: #4310884E; Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA); e a expressao relativa de KL foi quantificada
utilizando o TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) seguindo as instrugdes do fabricante.

Cada reacao continha 20 uL de volume final, sendo 10 uLde 2X Master Mix
Universal TagMan, 200 ng de cDNA e 1 uLde 20X dos primers e suas sondas. Cada
sonda especifica (capaz de diferenciar todos os transcritos de KL e do controle
endégeno GAPDH) (KL ID do ensaio: Hs00934627_m1) foi marcada com o fluoréforo
FAM e seu quencher néo-fluorescente. A ciclagem para os ensaios foi inicialmente
50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Nos casos de discrepancia igual ou superior a 1 ciclo
dos valores de ciclo de treshold (Ct) entre as duplicatas, uma terceira reacéo foi
realizada. O método comparativo do ACt foi usado para determinar a expressao
relativa de KL. Resumidamente, a diferenga no numero de Ct (ACt = CtKL- CtGAPDH)
foi calculado para cada replicata. Amplificacées génicas ndo detectadas até o ciclo de
namero 40, tiveram valor igual a zero (0). A expresséo de KL foi calculada relativa a
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um cDNA de referéncia (composto pelo pool de amostras dos individuos saudaveis
HbAA). Os valores de quantificacéo relativa de KL foram expressos de acordo com a
formula 222t onde o AACt = ACtindividuoAF — ACtreferéncia (HbAA) (Livak &
Schmittgen 2001). Os resultados obtidos a partir desse experimento foram utilizados
para analisar a possivel associacdo dos niveis de expressao de KL com as principais
complicag@es clinicas da AF e com os gendtipos dos polimorfismos estudados. Além

disso, foi avaliado se havia diferenca de expressao entre os individuos HbAA e HbSS.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. O teste Chi-quadrado ou teste exato de Fisher’s (quando aplicavel)
foi utilizado para comparacdes entre variaveis categéricas, enquanto que os testes
ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para
comparacdes entre as variaveis continuas. O risco para o desenvolvimento das
manifestacfes foi avaliado a partir da analise das datas de desenvolvimento das
complicacbes, em relacdo a data de nascimento. Curvas de incidéncia cumulativa
foram construidas refletindo o tempo para o desenvolvimento das complicagdes com
o teste de Gray utilizado para a comparacao das curvas (Kim 2007). Todos os valores
de P foram ajustados para os dois lados com nivel de significancia a 0,05. As analises
foram realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation), Stata

Statistic/Data Analysis versdo 12 (Stata corporation, EUA).

4.6. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo HEMOPE (N° do parecer: 035/10) (Anexo A). Apdés a aprovacao, foi
desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na
resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

Os participantes e os responsaveis daqueles menores de 18 anos, apos
entrevista, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

previamente aprovado pelo CEP.
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A mediana de idade dos 703 individuos com AF incluidos no estudo foi de 26

anos, com intervalo de 4 — 62 anos. Deles, 165 (23,47%) eram menores de 18 anos,

com mediana de idade 13 anos, constituindo o grupo pediatrico; e 538 (76,53%),

maiores de idade, constituindo o grupo adulto, com idade mediana de 29 anos. Nas

tabelas 5 e 6 estdo compiladas as caracteristicas laboratoriais e clinicas da amostra

populacional estudada.

Tabela 5: Caracteristicas laboratoriais dos individuos com anemia falciforme incluidos no estudo.

Dado laboratorial Valor
RBC** (x10*?células/uL) 253
(mediana) '

Intervalo 1,29 - 4,68
Hb (g/dL) 7,7

Intervalo 42-11,6
Ht (%) 23,3

Intervalo 12,1 -35,1
VCM (fL) mediana 91,7

Intervalo 62,6 —137,3
HCM (g/dL), mediana 30,7

Intervalo 19,8 -46,4
HbF (%) mediana 7

Intervalo 0,5-285
Contagem de Reticulécitos 96
(%), mediana '

Intervalo 0,4-29
Contagem de. Leucécitos 121
(x108/L), mediana '

Intervalo 4,2-34,1
Contagem de. Plaquetas 416
(x10%L), mediana

Intervalo 116 - 1.016
BT (mg/dL), mediana 2,82

Intervalo 0,07 - 37,02
Bl (mg/dL), mediana 2,14

Intervalo 0,04 - 36,19
LDH (U/L), mediana 827

Intervalo 192 — 3692
AST (U/L), mediana 43

Intervalo 11-235

*RBC: do inglés red blood cells - Hemacias.




Tabela 6: Caracterizacéo clinica dos individuos com anemia falciforme incluidos no estudo.

Caracteristicas clinicas dos individuos com AF incluidos N (%)

no estudo

(N total= 703)

Sexo

Feminino 359 (51%)

Masculino 344 (49%)
Idade

Intervalo (anos) 4 —-62

Mediana (anos) 26
Individuos que fazem uso de hidroxiuréia 323 (46%)
Individuos que desenvolveram Nefropatia 39 (5,5%)
Individuos que desenvolveram Complicac6es cardiacas 99 (14%)
Lnudli%ict)j:aors que desenvolveram Hipertensao arterial 11 (1,5%)
Individuos que desenvolveram Dactilite 63 (9%)
Individuos que desenvolveram Sequestro esplénico 66 (9,4%)

Individuos que desenvolveram Colelitiase

400 (56,9%)

CVvVO

<3x/ano 379 (54%)
>3x/ano 270 (38,4%)
>6x/ano 54 (7,6%)

Individuos que desenvolveram DCV 123 (17,5%)
Intervalo de idade (anos) 1-42
Mediana (anos) 8

Individuos que desenvolveram outras complicacfes
neurolégicas

72 (10,2%)

Individuos que desenvolveram osteonecrose

84 (11,9%)

Intervalo de idade (anos) 8-51
Mediana (anos) 25
Individuos que desenvolveram Ulceras de perna 140 (19,9%)
Intervalo de idade (anos) 4-53
Mediana (anos) 21
Individuos que desenvolveram Priapismo 95 (27,6%%)
Intervalo de idade (anos) 4-39
Mediana de idade (anos) 18
Individuos que desenvolveram STA 91 (13%)
Intervalo de idade (anos) 4-47
Mediana de idade (anos) 21

Nimero de complicagdes dentre as 5 principais

0

353 (50,2%)

1 247 (35,1%)
2 ou mais 103 (14,7%)
Controles 123 (17,5%)
Intervalo de idade (anos) 18 -53
Mediana (anos) 28

*Porcentagem considerando apenas individuos do sexo masculino
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5.2. CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS QUANTO AOS
MODULADORES CLASSICOS DA ANEMIA FALCIFORME

Dos 703 individuos, 695 foram genotipados para determinagéo dos haplétipos
B e 696 foram genotipados para avaliagdo da co-heranca com a talassemia o.
Observou-se que a composicao haplotipica mais prevalente na populacdo de estudo
€ 0 CAR/CAR, o qual esta presente em 391 individuos (56%). As demais combinacdes
haplotipicas entre CAR e outro hapldétipo foram encontradas em outros 249 individuos
(35,8%). Os haplétipos menos frequentes na populacao estudada foram SAUDI, CAM
e SEN, os quais mostraram-se presentes em 9 individuos (1,3%). Em relacdo a co-
heranca com talassemia a, 19 (2,7%) mostraram a mutacdo em homozigose (-a/-a) e

147 (21,1%) em heterozigose (-o/aa).

5.3. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DO GENE KLOTHO

Dos 703 individuos AF incluidos no estudo, as pesquisas dos polimorfismos
rs211239 (A>G) e rs685417 (G>A) foram realizadas em 698 (99%) e 666 (94,7%)
individuos, respectivamente. Foi observado que as populacfes estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas e alélicas podem ser observadas na
tabela 7.

Tabela 7: Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados.

. . - Frequéncia Frequéncia
Polimorfismo Genétipos genotipica (N e %) Alelos alélica (%)
0
AA 268 (38,4%) A 62.7%
rs211239 (A>G) AG 339 (48,6%)
0,
GG 91 (13%) G 37,3%
GG 115 (17,3%)
G 41%
GA 317 (47,6%)

rs685417 (G>A)
AA 234 (35,1%) A 59%
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Na tabela 8, é possivel observar o nimero de individuos dos diferentes grupos
(casos e controles) que foram genotipados. A porcentagem mostrada diz respeito ao
respectivo grupo (por exemplo, a porcentagem de individuos genotipados dentro do
grupo controle; dentro do grupo DCV; e assim por diante). E importante notar que a
soma nao chega a 703, pois ha individuos de nossa coorte que ndo entraram em

nenhum desses grupos.

Tabela 8: Namero de individuos genotipados para os diferentes polimorfismos.

rs211239 (A>G) rs685417 (G>A)

Ne % N° %
Controles 123 100 118 96
DCV 122 99,2 120 97,6
Osteonecrose 84 100 84 100
Ulceras de perna | 140 100 138 98,6
STA 89 97,8 88 96,7
Priapismo 95 100 94 99

5.3.1. Associacéo dos SNPs estudados com a ocorréncia das principais

complicacbes na AF

Para o estudo de associacao de ambos os polimorfismos, foram empregados
os modelos de heranca dominante, co-dominante, recessivo e sobredominante para
avaliar o que melhor se adequava a populacéo de estudo.

Independente do modelo empregado, ndo foram encontradas associacdes
entre 0 SNP rs211239 (A>G) e as principais complica¢des clinicas dos individuos com
AF. Em relacdo as variaveis laboratoriais, houve associagdo com a concentracao de
bilirrubina total, sendo os individuos homozigotos variantes (GG) os que apresentaram
maiores concentracdes desse metabdlito (p = 0,012). Na tabela suplementar 1, é
possivel observar o modelo co-dominante aplicado, a fim de mostrar a caracterizacéo
frente aos trés genotipos.

Em relacdo ao SNP rs685417 (G>A), ao aplicar o modelo de associacao
dominante, no qual o gendtipo homozigoto ancestral (GG) € analisado versus os
genotipos heterozigoto (GA) e homozigoto variante (AA), observou-se que 0s
individuos portadores do gendtipo selvagem (GG) apresentaram menor frequéncia de
doenca cerebrovascular, menos crises vaso-oclusivas e também um menor nimero
de complicacbes quando comparados aos individuos que apresentam 0S outros

genotipos. Os demais modelos também foram testados, mas este foi o que melhor se
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aplicou aos resultados do trabalho, sendo todos os resultados expostos
correspondentes a ele.

No que diz respeito a frequéncia das CVOs, observou-se que, de 52 individuos
gue apresentaram mais de 6 crises ao ano, apenas 16 (30%) apresentam o genotipo
GG, enquanto 36 (70%) apresentam o alelo variante em hetero ou homozigose
(p=0,006).

Em relacdo ao numero de complicacGes apresentadas dentre as 5 principais,
observou-se que, de 103 individuos com 2 ou mais manifestacdes, 18 (17,5%)
apresentavam genotipo GG e 85 (82,5%) apresentavam o0s demais genotipos
(p=0,029).

Quanto a frequéncia de doenca cerebrovascular, por sua vez, foi observado
que, de 120 individuos com essa complicacédo, 11 (9,2%) apresentavam genétipo GG
e 109 (90,8%), GA ou AA (p=0,017; OR=0,395; IC (95%)= 0,184 — 0,850).

Ao realizar a analise da frequéncia do alelo polimérfico (A) frente a esses trés
grupos (numero de CVOs, namero de complicacdes e frequéncia de DCV), observou-
se que ele ndo se mostrou associado com o n° de complicacdes (p=0,09) nem com a
frequéncia de DCV (p=0,07; OR: 0,7; IC (95%): 0,48 — 1,02). Por outro lado, mostrou-
se associado com o n° de CVOs (p=0,013).

Os resultados de andlise do modelo dominante frente as variaveis clinicas e

laboratoriais dos individuos que foram genotipados sdo encontradas na tabela 9.
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Tabela 9: Modelo dominante de heranca genética do polimorfismo rs685417 (G>A).

Caracteristicas Numero de Homozigoto Heterozigoto e OR (IC p-valor
individuos ancestral homozigoto 959%)
(GG) variante (GA +
AA)
N° % N° % N° %
Sexo 1(ref)0,97 p=0,92
Masculino 338 50,7 59 17,4 279 82,6 (0,65 —
Feminino 328 49,3 56 17,1 272 82,9 1,455)
Sobrevida 1(ref.)0,51 p=0,281
Vivos 626 94 111 17,7 515 82,3 (0,18 -
Obitos 40 6 4 10 36 90 1,47)
Presenca de 1(ref)1,1 p=0,717
talassemia a (0,69 -
Normal 501 76 84 16,8 417 83,2 1,76)
Variante? 159 24 29 18,2 130 81,8
Haplétipo 1 (ref) 0,78 p=0,252
CAR/CAR 371 43,7 58 15,6 313 84,4 (0,521 -
Outros 287 56,3 55 19,1 232 80,1 1,173)
RBC (x10%? 2,53 2,59 2,562 p=0,124
células/uL)
(mediana)
Intervalo 1,29 — 4,68 1,64 —4,43 1,29 - 4,68
Hb (g/dL) 7,7 7,9 7,7 p=0,011*
Intervalo 42-11,6 52-10,2 4,2-11,6
Ht (%) 23,3 24,3 23,1 p=0,007*
Intervalo 12,1-35,1 15,4 -30,9 12,1 -35,1
VCM (fL) 91,7 93,3 91,6 p=0,668
mediana
Intervalo 62,6 —121,7 66,1 —117,4 62,6 —121,7
HCM (g/dL), 30,6 31 30,6 p=0,943
mediana
Intervalo 19,8 - 40,9 20,4 -39 19,8 - 40,9
Contagem de 9,6 10,2 9,55 p=0,309
Reticulécitos
(%), mediana
Intervalo 0,4-29,2 1,3-28 0,4-29,2
Contagem de 12,1 12,3 12 p=0,822
Leucocitos
(x108/L),
mediana
Intervalo 4,2-34,1 5,2- 32,5 4,2-34,1
Contagem de 415,5 406,5 4175 p=0,470

Plaquetas
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(x10°/L),
mediana
Intervalo 115,7 - 1016 143 - 1016 115,7 - 870
BT (mg/dL), 2,82 2,46 2,9 p=0,062
mediana
Intervalo 0,07 — 37,02 0,21 - 15,49 0,07 - 37,02
Bl (mg/dL), 2,08 18 2,18 p=0,06
mediana
Intervalo 0,04 — 36,19 0,13 -19,85 0,04 — 36,19
LDH (U/L), 839 793,5 841 p=0,451
mediana
Intervalo 192 — 3692 192 — 3542 219 — 3692
AST (U/L), 43 40 43 p=0,107
mediana
Intervalo 11-235 12 -151 11-235
Nimero médio p=0,006*
de CVOs/ano
<3 355 53,3 49 13,8 306 86,2
>3 259 38,9 50 19,3 209 80,7
>6 52 7,8 16 30 36 70
Ndmero de p=0,029*
complicagdes
0 205 37,4 44 21,5 161 78,5
1 240 43,8 29 12 211 88
2 ou mais 103 18,8 18 17,5 85 82,5
DCV 1(ref)0.39 p=0,017*
Sim 120 50,4 11 9,2 109 90,8 0,15-1,03
N&o 118 49,6 24 20,3 94 79,7
Osteonecrose 1 (ref.) 0,78 p=0,586
Sim 84 41,6 14 16,6 70 83,4 0,37 -1,62
N&o 118 58,4 24 20,3 94 79,7
Ulceras de 1 (ref.) 0,70 p=0,324
perna 0,37 -1,34
Sim 138 54 21 15,2 117 84,8
N&o 118 46 24 20,3 94 79,7
STA 1 (ref) 0,68 p=0,361
Sim 88 42,8 13 14,8 75 85,2 0,32-1,42
N&o 118 57,2 24 20,3 94 79,7
Priapismo 1 (ref.) 0,85 p=0,8
Sim 94 68 15 16 79 84 0,33-2,2
N&o 44 32 8 18 36 82

* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05);

!Presenca da delegéo -3.7kb (-a 3.7) em homo ou heterozigose.
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Em relacdo a sobrevida global dos individuos ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos (p = 0,224), como mostra a figura 6.

1,0 W
‘ ‘LO"'H-""'
R -

0,8 i
GA + AA

Probabilidade
i

o
=
1

0,249

0.0 p=0,224

0 P 10 &0
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Figura 6: Sobrevida global dos individuos incluidos no estudo de acordo com o modelo de associagdo
dominante do polimorfismo rs685417 (G>A).

Também foi avaliado, entre os individuos GG versus GA e AA, o tempo
decorrido para o desenvolvimento das complicagbes clinicas. Nessa andlise,
observou-se que os individuos heterozigotos e homozigotos variante (GA e AA)
desenvolvem DCV em um menor tempo quando comparados aos individuos de
genatipo selvagem (GG) (os dados de idade de desenvolvimento da DCV estavam
disponiveis para 118 dos 123 individuos componentes do grupo caso) (p = 0,004). O
grafico desse resultado pode ser visto na figura 7. Para as demais complicacdes
estudadas, tal associacdo nao foi encontrada (Osteonecrose: p=0,12; UMI: p=0,3;
STA: p=0,21; Priapismo: p=0,5).
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Figura 7: Probabilidade de desenvolvimento de DCV empregando o modelo dominante de analise
genética para o polimorfismo rs685417 (G>A).

5.4. ENSAIOS DE EXPRESSAO DE KL

Para os ensaios de expressao, o estudo contou com 74 individuos com AF e
35 individuos com padréo de hemoglobina normal (HbAA). O grupo de individuos com
AF apresenta as seguintes caracteristicas: mediana de idade de 27 anos (variagao:
18 — 40 anos), 41 (55,4%) mulheres e 33 (44,6%) homens; no grupo de individuos
com HbAA, a mediana de idade foi de 24 anos (variagao: 20 — 37 anos), 23 (65,7%)
eram mulheres e 12 (34,3%), homens. E importante ser dito que se buscou uma coorte
de mesma faixa etéria visto que estudos mostram que entre criancas, adultos e idosos
hé& diferenca na expresséo de KL (Yamazaki et al. 2010; Ohata et al. 2011). Na tabela
10, é mostrado quantos individuos dos diferentes grupos de AF (por complicacfes

clinicas e gendtipos dos polimorfismos) foram incluidos nos ensaios de expressao.
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Tabela 10: Numero de individuos incluidos nos ensaios de expresséo dos diferentes grupos.

Grupos N
Individuos que desenvolveram DCV 15
Individuos que apresentaram STA 14
Individuos que apresentaram Ulceras maleolares 19
Individuos com osteonecrose 10
Individuos que apresentaram priapismo 12
Individuos do grupo controle 15
Individuos com <3 CVOs/ano 34
Individuos com >3 CVOs/ano 30
Individuos com >6 CVOs/ano 10
rs685417 - GG 12
rs685417 — GA 28
rs685417 — AA 31
rs211239 — AA 35
rs211239 - AG 27
rs211239 - GG 12

As analises nao mostraram associacao entre 0s niveis de expressao génica e
os polimorfismos estudados nem com as complicacBes clinicas. Por outro lado, foi
observada diferenca significativa entre os grupos de individuos HbSS e HbAA, de
modo que, nestes, 0s nhiveis de expressdo mostraram-se aumentados quando

comparados aos individuos com AF (p= 0,0001), como pode ser visto na figura 8.
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Figura 8: Expresséo diferenciada entre individuos com padréo de hemoglobina normal (HbAA) e com
anemia falciforme (HbSS).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliadas caracteristicas clinicas, laboratoriais e
moleculares de individuos com AF acompanhados na Fundac¢édo Hemope, tal como a
associacdo de suas caracteristicas clinicas e laboratoriais com os polimorfismos
rs211239 (A>G) e rs685417 (G>A) no gene KL. Além disso, foi analisado o perfil de
expressao nos diferentes grupos de individuos com AF e também entre individuos
com e sem essa doenca.

Os dados laboratoriais dos individuos AF estudados refletem os processos
hemolitico e inflamatorio crénicos comuns a doenca. A intensa hemolise mostra-se
pelos marcadores LDH e bilirrubinas, que estdo aumentados, tal como pela diminui¢ao
de concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e contagem de hemacias. E possivel
observar, também, aumento da mediana da contagem de reticulécitos, indicando
ativacdo exacerbada da medula 6ssea com objetivo de suprir a perda hemolitica. Além
desses fatores, percebe-se também elevacdo na mediana da contagem de leucécitos,
corroborando para o fato de que esses individuos cursam, de modo geral, com um
processo inflamatério crénico (Ballas e Marcolina 2006).

Na coorte estudada observou-se que 640 (92,1%) individuos apresentam o
haplétipo CAR em hetero (35,8%) ou homozigose (56,3%). Tal frequéncia esta de
acordo com dados da literatura, uma vez que Bezerra et al. (2007) mostraram que 0
haplétipo mais prevalente no estado é o CAR. Outros estados do Brasil, como Rio de
Janeiro (Fleury 2007) e Minas Gerais (Leal et al. 2016) também apresentam maior
frequéncia desse haplétipo, que € considerado de maior gravidade (Powars 1991).
Também os dados de co-heranca com talassemia o, que ocorre em 166 individuos
(23,8%), acordam com dados da literatura que mostram frequéncias semelhantes em
outras populacdes de pessoas com AF (Costa et al. 1989; Neonato et al. 2000;
Luporini et al. 2001; Belisario et al. 2010).

Em relagdo a frequéncia dos polimorfismos estudados, tem-se que é
semelhante a disponibilizada no banco de dados do Ensembl: no caso do rs211239,
o alelo ancestral (A) é mais prevalente; e, no rs685417, o variante (A) € mais comum.

No que diz respeito aos polimorfismos em KL e sua associacdo com as
complicagdes clinicas dos individuos, observou-se que o SNP KL rs211239 (A>G) néo

se mostrou associado com o risco de desenvolvimento de nenhuma delas. Embora
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Baldwin et al. (2005) tenham associado a presenca desse polimorfismo como fator de
risco para a ocorréncia de osteonecrose (p = 0,001) e Nolan et al. (2004) para a
ocorréncia de priapismo, na populacdo de estudo deste trabalho esses dados nédo
foram reproduzidos. Assim como os resultados aqui expostos, Elliott et al. e Ulug et
al. ndo encontraram associagdo desse polimorfismo com priapismo (p = 0,7) e
osteonecrose (p = 0,7), respectivamente (Elliott et al. 2007; Ulug et al. 2009).

A falta de associacdo deste trabalho frente aos de Baldwin et al. (2005) e
Nolan et al. (2004) pode estar relacionada as diferentes populacdes estudadas, tal
como o N amostral e a utilizacdo de diferentes critérios na divisdo de grupos caso e
controle. Nolan et al. (2004), por exemplo, trabalhou com individuos do CSSCD, que
sao oriundos dos Estados Unidos (que é uma populacdo geneticamente distinta da
brasileira), usando mais individuos do que os deste estudo: 148 pacientes como casos
e 529 controles. Esses controles, entretanto, diferentemente dos utilizados nesta
pesquisa, apresentavam idade a partir de 10 anos e o Unico critério de inclusdo no
grupo € que nao tivessem apresentado episodios de priapismo, podendo haver
alguma das outras manifestacdes. Essa idade de inclusdo pode ter levado a um viés
nos resultados, uma vez que o primeiro episoddio pode ocorrer apos essa idade, logo,
individuos incluidos no grupo controle podem ser, na verdade, possiveis casos
(Mantadakis et al. 1999). Assim como Nolan et al. (2004), Baldwin et al. (2005) usou
individuos oriundos do CSSCD e adotou critérios para selecdo de grupos diferentes
dos adotados neste trabalho.

No que diz respeito ao polimorfismo KL rs685417 (G>A), foram encontradas
associacdes com maior frequéncia de DCV, maior nimero de CVOs ao ano, maior
namero de complicac6es e menor tempo de desenvolvimento da DCV: individuos com
genotipos heterozigoto e homozigoto variante (GA e AA) apresentaram mais chances
de apresentar essas complicacdes frente aos individuos com gendtipo ancestral (GG).
Tais associagdes, entretanto, ndo foram reportadas anteriormente na literatura. Os
trabalhos publicados com esse SNP em relagéo a AF foram: Baldwin et al. (2005), que
encontraram associacdo do genotipo GA com uma maior frequéncia de osteonecrose;
Nolan et al. (2006), que mostraram resultados apontando que individuos GA
apresentavam maior frequéncia de Ulceras de perna; e Souza et al. (2015), que néo
reproduziram os achados de Nolan et al. (2006).

A nao reprodutibilidade dos achados aqui reportados frente aos trabalhos de

Nolan et al. (2006) e Baldwin et al. (2005), assim como justificado para o rs211239
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(A>G), pode ser devida ao fato de que as populacdes sdo geneticamente distintas e
aos diferentes critérios adotados na divisdo dos grupos. O trabalho de Souza et al.
(2015), realizado com individuos brasileiros, assim como este, também nao encontrou
a associacao reportada por Nolan et al. (2006), reforcando o fato de que a composicéo
étnica da populacdo pode impactar os resultados. Quanto as associa¢cdes aqui
reportadas, este trabalho é o primeiro a apresenta-las.

Como o KL tem grande importancia na homeostase vascular, fatores que
alterem a funcéo do seu produto podem levar a falhas nos mecanismos biol6égicos em
que ele participa (Pacheco e Moraes 2009). Por estar envolvido no metabolismo do
NO, se houver falha na funcéo de sua proteina, a atuacdo desse vasodilatador pode
ser amplamente comprometida (somada a deplecdo que ja ocorre devido a intensa
hemolise que os individuos com AF sofrem), aumentando a frequéncia de
complicacBes (Nolan et al. 2006; Elliott et al. 2007). Além disso, por atuar suprimindo
moléculas de adesdo, seu comprometimento conduz a maior adesao vascular
(Maekawa et al. 2009), podendo esta ser a explicacdo para o maior numero de CVOs
nos individuos portadores do alelo variante. Tal comprometimento, que pode levar a
uma disfuncdo endotelial (Mencke e Hillebrands 2016; Richter et al. 2016), também
pode ser o responsavel pelo fato de os individuos GA e AA apresentarem maior
frequéncia de DCV, além de a apresentarem mais precocemente do que os individuos
com genotipo selvagem (GG), uma vez que essa complicacdo clinica tem seu
processo fisiopatologico influenciado tanto pela deplecdo do NO como pela aderéncia
vascular aumentada.

Assim, nossa hipétese € que os gendétipos heterozigoto e homozigoto variante
(GA e AA) do polimorfismo rs685417 podem comprometer a funcéo do produto génico,
podendo, entéo, explicar as associacdes encontradas.

Este trabalho também buscou avaliar diferencas nos niveis de expressao do
gene KL entre os diferentes grupos de individuos com AF e entre individuos AF e
HbAA, pesquisa essa que nao fora realizada em trabalhos anteriores.

Entre os diferentes grupos de individuos AF, entretanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas: os polimorfismos ndo se mostraram como
agentes que alteram diretamente a expressdo de mRNA do gene nem as diferentes
complicagbes mostraram-se com perfil de expresséo diferenciado. Por outro lado, as
analises mostraram que os individuos com AF apresentam menores niveis de

expressao quando comparados ao grupo de individuos sem essa doenca (p=0,0001).
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Uma possivel explicagdo para esse fato é que o processo inflamatério cronico dos
portadores de HbSS diminua os niveis de expressao de KL, pois, como reportado em
trabalho de Thurston et al. (2010), a presenca de citocinas pro-inflamatérias diminui a
expressao desse gene (Thurston et al. 2010). Além disso, ha trabalhos que sustentam
que a inflamagdo cronica afeta o organismo levando a um processo de
envelhecimento precoce (chamado de “Inflammaging”) (Fougere et al. 2016; Xia et al.
2016). Unindo essa informacao ao fato de que a expressao de KL diminui com a idade
(Yamazaki et al. 2010), pode ser que os individuos AF apresentem um envelhecimento
precoce devido ao processo inflamatorio e, por isso, 0s niveis de KL se mostrem
menores.

Este trabalho, entdo, mostrou associa¢des inéditas em relacdo ao KL e a
clinica da AF. Embora o polimorfismo que se mostrou associado com CVOs, nimero
de complicacdes e DCV ndo tenha se mostrado associado com os niveis de expressao
do mRNA do gene (tal como as complicac¢des clinicas em si), aimportancia do trabalho
nao é diminuida, pois pode ser que a interferéncia do polimorfismo no produto génico
se dé em uma etapa pés-transcricional.

Dessa forma, é importante que estudos futuros sejam realizados a fim de
elucidar como o gene KL pode estar modulando a clinica dos individuos AF e, assim,

possa servir como mais um indicativo prognostico no acompanhamento clinico deles.
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7. CONCLUSOES

O polimorfismo KL rs211239 (A>G) ndo se mostrou associado com o
desenvolvimento das principais complicacdes clinicas dos individuos com anemia
falciforme na amostra populacional estudada;

O polimorfismo KL rs685417 (G>A) mostrou-se, em seus genotipos heterozigoto
e homozigoto variante (GA e AA), como fator de risco para a ocorréncia de maior
namero de crises vaso-oclusivas, maior numero de complicacdes clinicas e maior
frequéncia de DCV na amostra populacional estudada;

Individuos com genotipos heterozigoto e homozigoto variante (GA e AA) para o
polimorfismo KL rs685417 apresentaram DCV em um menor intervalo de tempo
quando comparados aos individuos GG;

Os niveis de expressdo do gene KL ndo mostraram diferencas estatisticas entre
0s grupos dos diferentes gendtipos dos polimorfismos pesquisados na amostra
populacional estudada;

Os niveis de expressdo do gene KL ndo mostraram diferencas estatisticas entre
0s grupos das diferentes complicacdes clinicas da AF na amostra populacional
estudada;

Os niveis de expressao do gene KL mostraram-se diferentes entre os individuos

com e sem anemia falciforme na amostra populacional estudada
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1: Modelo codominante de heranca genética do polimorfismo rs211239 (A>G).

Caracteristicas Numero de Homozigoto  Heterozigoto = Homozigoto P-valor
individuos ancestral (AG) variante
(AA) (GG)
N° % N° % N % N° %
Sexo p = 0,003*
Masculino 343 49 110 41 186 55 47 51
Feminino 355 51 158 59 153 45 44 49
Sobrevida p=0,93
Vivos 659 96 256 96 319 96 84 95
Obitos 28 4 10 4 14 4 4 5
Presenca de p=0,12
talassemia a.
Normal 528 76 212 80 248 73,6 68 74,8
Variante?! 163 24 51 20 89 26,4 23 25,2
Haplétipo p=0,55
CAR/CAR 387 56 141 536 192 57 54 59
Outros 303 44 122 46,4 144 43 37 41
RBC** (x10% 2,53 2,57 2,51 2,51 p = 0,258
células/pL)
(mediana)
Intervalo 1,29 — 4,68 1,29 — 4,68 15-4,43 15-41
Hb (g/dL) 7,7 7,7 7,7 7,8 p=0,616
Intervalo 42-11,6 42-11,6 48-115 49-10,3
Ht (%) 23,3 23,7 23,2 23 p=0,372
Intervalo 12,1 - 35,1 12,1 -34,1 14,8 - 35,1 14,8 - 32,4
VCM (fL) 91,7 91,5 92,2 91,3 p=0,46
mediana
Intervalo 62,6 — 66,1 —125,8 62,6 — 118 62,7 — 109,3
125,8
HCM (g/dL), 30,6 30,5 30,6 30,7 p=0,671
mediana
Intervalo 198—-409 20,4-413 20,7 — 39,8 19,8 - 36,3
Contagem de 9,6 9,9 9,2 10 p=0,118
Reticuldcitos
(%), mediana
Intervalo 0,4-29,2 15-29,2 0,5-28 0,4 - 26,7
Contagem de 12,1 12,1 12 12,3 p=0,94

Leucécitos
(x108/L),
mediana
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Intervalo 4,2 -34,1 4,2 -34,1 4,7 -33,5 4,7 -25
Contagem de 420 425 415 447 p = 0,249
Plaquetas
(x10%/L),
mediana
Intervalo 115 - 1016 119 - 935 115 -1016 119 — 870
BT (mg/dL), 2,82 2,58 2,88 3,29 p =0,012*
mediana
Intervalo 0,2-37,02 0,07-20,32 0,21-37,02 0,31-16,4
Bl (mg/dL), 2,095 2 2,16 2,5 p = 0,087
mediana
Intervalo 0,13 - 0,04-11,52 0,13-36,19 0,27 - 135
36,19
LDH (U/L), 828 857 796 822 p=0,731
mediana
Intervalo 192 — 3692 223 — 3692 192 — 2854 219 — 3152
AST (U/L), 43 43 42 45 p=0,710
mediana
Intervalo 13 -235 11 -235 13-151 13 -108
Numero médio p=041
de CVOs/ano
<3 377 54 147 55 188 55 42 46
>3 267 38 97 36 128 38 42 46
>6 54 8 24 9 23 7 7 8
NUmero de p=0,317
complicacdes
0 227 395 82 36,2 114 50,2 31 13,6
1 245 426 106 43,3 110 449 29 11,8
2 103 17,9 33 32 55 53,4 15 14,6
DCV p=0,728
Sim 122 49,8 52 52,5 57 48,7 13 44,8
Nao 123 50,2 47 475 60 51,3 16 55,2
Osteonecrose
Sim 84 41 27 36,5 43 41,7 14 47 p =0,59
Nao 123 59 47 63,5 60 58,3 16 53
Ulceras de P =0,98
perna
Sim 140 53 54 53,5 67 52,8 19 54
Nao 123 47 47 46,5 60 47,2 16 46
STA P =0,49
Sim 89 42 41 47 39 39 9 36
Nao 123 58 47 53 60 61 16 64
Priapismo P=0,85
Sim 95 68 32 68 51 70 12 63
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N&o 44 32 15 32 22 30 7

37

* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05);
** Do inglés, red blood cells;
1Presenca da delecdo -3.7kb (-a 3.7) em homo ou heterozigose.
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Summary

Sickle cell anaemia (SCA) is one of the most common monogenic diseases worldwide
and is characterized for presenting large phenotypic heterogeneity, which is influenced
by environmental and genetic factors. Among the candidate genetic factors, KLOTHO
becomes interesting because it is involved in important pathways in the
pathophysiology of the disease, as in the expression of adhesion molecules, oxidative
stress and nitric oxide biology. We evaluated two polymorphisms in KL (rs685417
(G>A) and rs211239 (A>G)) in a sample of 703 unrelated patients with SCA divided
into case and control groups. Additionally, we examined the levels of gene expression
in the different groups. Our results demonstrated an association between the
polymorphism rs68417 (G>A) showed an association with painful crisis (p=0.006),
number of complications (p=0.029), frequency of cerebrovascular disease (p=0.017)
and time to develop cerebrovascular disease (p=0.004). The SNP rs211239 (A>G) and
the levels of gene expression, in turn, was not associated with any clinical
complications. Our data suggest that KL may be important in pathophysiology of SCA
and can be an important prognostic indicator.

Keywords: heterogeneity, rs685417, rs211239, prognostic indicator, expression.

Introduction

Sickle cell anaemia (SCA) (condition resulting from an inheritance in the
homozygous gene encoding haemoglobin S) is the most common monogenic disease
in the world and is a public health problem in Brazil (Sommer et al, 2006; Simdes et al,
2010). The main clinical complications presented by patients are painful crisis,
osteoarticular complications (e.g. osteonecrosis), leg ulcers, cerebrovascular disease,
acute chest syndrome and priapism (Ballas et al, 2010; Steinberg, 2005). The clinical
course of patients, however, is marked by intense phenotypic heterogeneity due to
environmental and genetic factors (Sebastiani et al, 2010).

In this context, polymorphisms in genes linked to pathways related to vascular
homeostasis started to be studied, in order to find association with the modulation of
disease (Steinberg, 2009). Among them, the KLOTHO (KL) gene, discovered in 1997
by Kuro-o et al, emerges as a potential candidate for SCA modulation, as several
studies showed that it is involved in the expression of adhesion molecules, oxidative
stress and nitric oxide biology (Saito et al, 1998; Maekawa et al, 2009; Yamamoto et

al, 2005; Richter et al, 2016). In this way, we hypothesize that polymorphisms in this
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gene can alter the expression and function of the gene and thereby modulate the
clinical course of the disease.

Methods
Patients

This study was conducted in a cohort of 703 patients with SCA (median age
26, range: 4 to 62), diagnosed and followed at Haematology and Haemotherapy
Foundation of Pernambuco (HEMOPE), Recife, Brazil. SCA was diagnosed for each
patient on the basis of haemoglobin electrophoresis and family study. The
quantification of haemoglobins F and A (HbF and HbA) was performed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) using Bio-Rad Variant Il HPLC system
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Additionally, clinical and laboratorial data
were obtained from the patients’ medical records and they were divided into case and

control groups.

Selection of cases and controls

The patients were divided into subgroups case according to their clinical
complication. The complications analysed were: leg ulcers, osteonecrosis,
cerebrovascular disease (CVD), acute chest syndrome (ACS) and priapism. Its
occurrences were determined by clinical reports in the medical records and imaging
tests when applicable, such as x-ray, magnetic resonance imaging and transcranial
doppler.

Cases were defined in the following ways: patients with an ulceration of the
skin of the lower legs, especially the medial or lateral surfaces, which failed to heal
within a period of two weeks, were cases for leg ulcers (Minniti et al, 2010). Regarding
osteonecrosis, cases were patients with radiologically documented necrosis of the hip
or shoulder (Ballas et al, 2010). Cerebrovascular disease cases were patients with
neurological injury proven by imaging and apparent complaints and manifestations
resulting from stroke and patients presenting risk to develop stroke determined by high
velocities in transcranial doppler ultrasonography; were excluded patients with
comorbidities that could generate confounding with this complication, like seizures
(Domingos et al, 2014; Adams et al, 1998). Cases for ACS were patients with a
pulmonary infiltrate on chest x-ray (Vichinsky et al, 2000, 1997). Finally, priapism cases

were male patients who had at least one episode of a painful erection of the penis that
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lasted more than one hour and was severe enough for the patient to seek medical care
(Burnett et al, 2015; Vicari & Figueiredo, 2007).

We also categorized patients by painful crisis (less than 3, between 3 and 6
and more than 6), number of complications and time to development of complications.

The control group was composed by sickle cell anaemia patients, over 18-
year-old, with normal means of transcranial doppler velocities, without hypertension
and pulmonary arterial hypertension, without clinical suspect or presence of dactylitis,
acute chest syndrome (ACS), leg ulcer, osteonecrosis, cerebrovascular disease (CVD)
and priapism. However, it was not possible to include in this control group, patients
without painful crisis due to high prevalence of this complication in our population, so
the association analyses were performed comparing the number of painful events

among patients (Belini et al, 2015).

Laboratory data

Full blood counts were done on a Coulter STKS (Coulter Electronics, Hialeah,
FL). Classical parameters were measured, such as red blood cell (RBC) counts, Hb,
and reticulocyte counts. Routine biochemical parameters were measured using a
Roche Cobas Mira Plus Chemistry Analyzer (Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, IN, USA).

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyping

For genetic analysis, peripheral blood samples were collected from all patients
and genomic DNA was extracted using the phenol-chloroform method (Davis et al.
1986) and RNA was extracted using the method of Chomczynski e Sacchi after the
approval by the local Research Ethics Board (035/2010). The intronic polymorphisms
KL rs211239 (A>G) and rs685417 (G>A) were selected using the SNPbrowser
software version 4.0. The criteria for selection were that the polymorphisms should be
TagSNPs and to have the minor allele frequency (MAF) of over 10% in Caucasian and
African populations, which contributed to the ethnic background of Brazilian population.
The SNP rs211239 (A>G) was genotyped using the PCR method followed by
restriction fragment analysis (Mspl enzyme) and rs685417 (G>A) was genotyped by
real-time PCR using TagMan system. The complete assay is found on the link

https://products.appliedbiosystems.com — ID: C__ 2983081 _10.
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Gene expression

In order to analyse whether KL expression was altered by the presence of
polymorphisms and in clinical complications, we performed gene expression assays.

The experiments were carried out as follows: following total RNA extraction,
real-time quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) assays with sample-
derived cDNA were performed in duplicate on Microamp optical 96-well plates using a
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with the
GAPDH as endogenous control. The expression levels of KL were quantified using
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
following the manufacturer’s instructions.

The comparative Ct method was used to determine the relative expression
level of KL. The difference in Ct number (ACt = Ctk. — Ctearpn) Was calculated for each
replicate. Without detectable gene amplification within 40 cycles, the respective gene
expression values were set at 0. The gene expression of KL was calculated relative
to a reference cDNA (pool of 35 patients with normal haemoglobin profile - HbAA). The
gene expression values of KL were calculated as relative quantification (RQ) = 2-24Ct
and AACt = ACtscppatients — ACtroolHbAA.

Statistical analyses

Patient baseline characteristics were reported descriptively. Statistical
analysis was performed using SPSS Statistics 19,0 (IBM Corporation, Somers, NY,
USA), with the level of significance set to 5%. Fisher’s exact test and the %2 test were
employed for genotype and allele frequency comparisons. The risk was defined in
terms of odds ratio (OR) with confidence interval (Cl), with significance levels up to
95%. Cumulative incidence curves were constructed reflecting the time for

complications development, Gray's test was used to compare the curves (Kim, 2007).

Results
Characterization of patients

We analysed 703 medical records of patients with SCA and we found 350
(49.8%) patients who develop at least one of the following complications:
osteonecrosis, priapism, cerebrovascular disease, acute chest syndrome and leg
ulcer. Among them, 123 (17.5%) patients developed CVD; 84 (11.9%) had
osteonecrosis; 140 (19.9%) had leg ulcers; 95 of the men (27.6%) presented priapism
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and 91 (13%) had ACS. There were 123 patients (17.5%) characterized as control
group. In table 1, it is possible to see the clinical characteristics of the group studied.

Table 1: Patients’ characteristics with distribution of different complications in sickle cell anaemia

Patients characteristics (n=703) N or mean (% or range)
Gender ratio: Female/Male 359/344 (51/49)
Age, years 26 (4-62)
Complications:
Painful crisis
<3x/year 379 (54)
>3x/year 270 (38.4)
>6x/year 54 (7,6)
Cerebrovascular disease 123 (17,5)
Osteonecrosis 84 (11.9)
Leg ulcers 140 (19.9)
Priapism 95 (27.6%)
ACS 91 (13)
Number of complications
0 353 (50.2)
1 247 (35.1)
2 or more 103 (24.7)
Control 123 (17.5)
Age, years 28 (18 — 53)

*Considering only male patients

Genetic association studies

We analyzed the dominant, co-dominant, recessive and over dominant
association models for both polymorphisms. For the SNP rs211239 (A>G) we
genotyped 698 patients and we did not found any association with the clinical
complications studied. On the other hand, for polymorphism rs685417 (G>A) we
genotyped 666 patients and, using the dominant model, we found association with
number of painful crisis (p=0.006), number of complications (p=0.029), and frequency
of CDV (p=0.017) (Table 2).

Table 2: Dominant genetic inheritance model of polymorphism rs685417 (G>A).

rs685417 (G>A) GG GA + AA p-value  OR (Cl 95%)
N % N %
Painful crisis p=0.006*
<3lyear 49 13.8 306 86.2
>3/year 50 19.3 209 80.7
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>6/year

N° complications

0

1

2 or more
CVvD

Yes

No
Osteonecrosis

Yes

No
Leg ulcers

Yes

No
Priapism

Yes

No
ACS

Yes

No

16

44

29

18

11
24

14
24

21
24

15

13
24

30

215
12
175

9.2
20.3

16.6
20.3

15.2
20.3

16
18

14.8
20.3

*Statistically significant difference.

36

161
211
85

109
94

70
94

117
94

79
36

75
94

70

78.5
88
82.5

90.8
79.7

83.4
79.7

84.8
79.7

84
82

85.2
79.7

p=0.029*

p=0.017*

p=0.586

p=0.324

p=0.8

p=0.36

1 (ref.) 0.39; 0.15 — 1.03

1 (ref.) 0.7; 0.37 — 1.62

1 (ref.) 0.7; 0.37 — 1.34

1 (ref.) 0.85; 0.33 — 2.2

1 (ref.) 0.68; 0.32 — 1.42
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The polymorphism rs685417 (G>A) impact on CDV development time was
evaluated. The cumulative incidence of these complication was significantly lower for
patients with genotype GG (Figure 1).

Figure 1:
1,04 Cumulative
incidence of
cerebrovascular
0,8 disease according

to genotype.
GA + Ak
0,61

' Gene

expression

Probability (%)

GG

0,27

0.07 p=0.004

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Time for development (years)

Seventy-four SCA patients (mean age 27 years old, 18 — 40; 41 women and
33 men) and thirty-five healthy subjects without SCA (mean age 24 years old, 20 — 37,
23 women and 12 men) were enrolled.

We evaluated the expression levels of SCA patients compared to the
genotypes of the polymorphisms and towards the clinical complications, but no
association was found. When analyzing the levels of expression between the subjects
with and without SCA, it was observed that in SCA levels of expression were
decreased (p=0.0001) (Figure II).



79

10,0000000-

8,0000000-7

5,0000000

4,0000000

Level of expression
e
*

Ok 3 sk
[«]

200000007

=

T T
SCA Without SCA

0000000
p=0.0001

Subjects with and without SCA

Figure 2: Levels of expression in patients with and without SCA.

Discussion

Although sickle cell anaemia is a monogenic disease, it is marked by intense
phenotypic heterogeneity (Steinberg, 2009; Fertrin & Costa, 2010). In this way, genes
involved in pathways important in their pathophysiology are studied, in order to
evaluate their possible contribution in the clinical modulation of the disease (Steinberg,
2009; Fertrin & Costa, 2010). Among them, we have the gene KLOTHO, which is
involved in the pathophysiology that is involved in the biology of nitric oxide, expression
of adhesion molecules and combat oxidative stress (Yamamoto et al, 2005; Maekawa
et al, 2009; Saito et al, 1998). Thus, we studied polymorphisms rs211239 (A> G) and
rs685417 (G> A), as well as expression levels of KLOTHO mRNA in peripheral blood
to evaluate possible associations with the major clinical complications of sickle cell
anaemia.

When analysing the rs211239 (A>G) polymorphism we found no association
with any of the clinical complications studied, other than the work of Baldwin et al
(2005) and Nolan et al (2004) which found association of this polymorphism with a
higher frequency of osteonecrosis and priapism, respectively (Baldwin et al, 2005;
Nolan et al, 2004). The lack of reproducibility may be due to the different population

sample studied, since both groups studied American subjects while we used Brazilian
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subjects. In addition, we use different criteria for categorizing in the division of cases
and controls groups. Similar to our results, the work of Elliot et al (2007) and Ulug et al
(2009) found no association of this polymorphism with priapism and osteonecrosis,
respectively (Elliott et al, 2007; Ulug et al, 2009).

Regarding the polymorphism rs685417, we have shown an association with a
higher frequency vessel occlusive crises, more complications, more frequent
cerebrovascular disease and the development of CVD time. The other studies that
evaluated this polymorphism in sickle cell anaemia were those of Baldwin et al (2005),
Nolan et al (2006) who found association with osteonecrosis and leg ulcers
respectively, and Souza et al (2015) who did not reproduce the findings of Nolan et al
The differences between our results, as explained for polymorphism rs211239, may
be due to the criteria adopted in the division of groups and also by the genetic
composition of the studied population (Baldwin et al, 2005; Nolan et al, 2006; Souza
et al, 2015).

Since KL plays a major role in vascular homeostasis, factors that alter the
function of its product can lead to failures in the biological mechanisms in which it
participates (Pacheco and Moraes 2009). Because it is involved in NO metabolism, if
its protein function fails, the vasodilator performance can be greatly compromised and,
in addition to the depletion that already occurs due to the intense haemolysis suffered
by patients with SCA), increase the frequency of complications (Nolan et al, 2006;
Elliott et al, 2007). Moreover, by suppressing adhesion molecules, its compromise
leads to increased vascular adhesion (Maekawa et al, 2009), which may be the
explanation for the greater number of painful crisis in patients with the genotypes GA
and AA. Such impairment, which can lead to endothelial dysfunction (Mencke &
Hillebrands, 2016; Richter et al, 2016), may also be responsible for the fact that
individuals GA and AA have a higher frequency of CVD, in addition to presenting them
earlier than Individuals with wild genotype (GG), since this clinical complication has its
pathophysiological process influenced by both NO depletion and increased vascular
compliance. Therefore, our data support the hypothesis that the heterozygote and
homozygous variant genotypes (GA and AA) of rs685417 polymorphism may
compromise the function of the gene product and possible explain the associations
found.

Regarding KL expression levels, we did not find differences between the

different genotypes of the polymorphisms or between the clinical complications. On the
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other hand, we found a difference between individuals with and without sickle cell
anaemia, which may be due to the fact that the chronic inflammatory process present
in the individuals with SCA decreases the expression of this gene (Thurston et al,
2010). Although the association between the polymorphism rs685417 (G>A) and
number of painful crisis, number of complications and CVD, has not been correlated
with gene mMRNA expression levels (such as clinical complications per se), analysis on
protein levels could elucidate how the KL gene may be modulating the clinical practice
of SCA patients, as it may be that the interference of the polymorphism in the gene
product occurs in a post-transcriptional step.

In summary, our work showed unprecedented associations regarding KL and
the clinical practice of SCA. These results require validation to determine the true
relevance of KL polymorphism in clinical features of SCA and if they serve as a further

prognostic indication in their clinical follow-up.
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2012 - 2012  BiomedCINE: uso de filmes na abordagem interdisciplinar da saude

humana, bioética, pesquisa biomédica e cidadania.

Descricao: Foi realizada exibicdo mensal de filmes com tematicas ligadas as
ciéncias da saude e biolédgicas, tal como a bioética. Apos cada exibicdo havia debate
entre um especialista na area abordada no filme em questdo e os demais
espectadores presentes.

Situacdo: Concluido Natureza: Projeto de extensao

Integrantes: Jéssica Vitdria Gadelha de Freitas Batista; Carlos Augusto Galvao
Barbosa (Responsavel); Ermeton Duarte do Nascimento; Luiza Araujo da Costa
Xavier; Naisandra Bezerra da Silva; Allan Roberto Dias Nunes; Pedro Bruno
Fernandes; Carolina Araujo Sousa; Phiética Raissa Rodrigues da Silva; Tamyres
Bernadete Dantas Queiroga; Vanessa Milena Alves de Sousa; Jéssica de Andrade

Pessoa; Thiago André Cidral; Isabela Andrade Dantas de Araujo; Maria Eduarda de
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Souza Menezes da Costa
2011 - 2011 BiomedCINE 2011

Descricao: O projeto prop6s a criacao de espacos onde discentes e docentes
da UFRN estabeleceram um dialogo variado, multidisciplinar, fora dos moldes e
limitagBes impostos pela teoria, propiciando um novo olhar sobre a saude, a bioética,
a pesquisa biomédica e a formacdo de profissionais com forte sentimento de
cidadania. Foram exibidos, mensalmente, filmes comerciais e apés a exibi¢cdo de cada
filme e havia estimulacdo de debate sobre a tematica abordada na exibicao.
Situacgdo: Concluido Natureza: Projeto de extenséo
Integrantes: Jéssica Vitéria Gadelha de Freitas Batista; Carlos Augusto Galvao
Barbosa (Responséavel); Ermeton Duarte do Nascimento; Allan Roberto Dias Nunes;
Pedro Bruno Fernandes; Phiética Raissa Rodrigues da Silva; Isabela Andrade
Dantas de Araujo; Gabriela de Faria Oliveira; Viviane Souza do Amaral; Claudio
Marcos Teixeira de Queiroz; Elizeu Antunes dos Santos; Elaine Cristina Gavioli
2011 - 2011 Comemoracéao do Dia do Biomédico

Descricao: A fim de divulgar a profissdo da Biomedicina para a populacédo de
Natal/RN, foi organizado um evento no Shopping Via Direta, no qual foi montada
estrutura para mostrar aos transeuntes o que é a Biomedicina e como o profissional
pode atuar. Foi feito uso de banners e também exposicdo de algumas analises
laboratoriais e de pesquisa que cabem ao profissional.
Situacdo: Concluido Natureza: Projeto de extensao
Integrantes: Jéssica Vitéria Gadelha de Freitas Batista; Carlos Augusto Galvao
Barbosa; Ermeton Duarte do Nascimento (Responsavel); Allan Roberto Dias Nunes;
Pedro Bruno Fernandes; Phiética Raissa Rodrigues da Silva; Isabela Andrade

Dantas de Araujo

Areas de atuacéo

1. Hematologia
2. Bioquimica
Producéo

Producéo bibliografica

Apresentacao de trabalho e palestra
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1. BATISTA, J. V. G. F.; MARTINS, D. A. P.; PRADO, L. P. L.; BATISTA, T. H. C,;
ARCANJO, G. S.; PERES, J. C.; CALLADO, F. M. R. A.; Fernandes, T A A M;
ARAUJO, A. S.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M. A. C.

Avaliacdo do impacto do polimorfismo rs685417 e da expressdo do gene
KLOTHO nas complicagdes clinicas da anemia falciforme, 2016.
(Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

2. HATZLHOFER, B. L. D.; MARTINS, D. A. P.; FALCAO, D. A.; MEDEIROS, R. L. B.;
BATISTA, J. V. G. F.; Souza M.B; ARAUJO, A. S.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M.
A. C.

Influéncia dos haplétipos Bs e da talassemia alfa no perfil clinico da anemia
falciforme em Pernambuco, 2016. (Congresso,Apresentacédo de Trabalho)

3. BATISTA, J. V. G. F.; ALBUQUERQUE, F.; BATISTA, T. C.; ARCANJO, G. S;
BEZERRA, M. A. C.

Investigacao de polimorfismos no gene KLOTHO nas manifestac@es clinicas de
pacientes com anemia falciforme, 2016. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
4. BATISTA, J. V. G. F.; MARTINS, D. A. P.; FALCAO, D. A.; DOMINGOS, |I. F.;
CALLADO, F. M. R. A,; Peres, J. C.; ARAUJO, A. S.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA,
M. A. C.

Klotho gene polymorphisms and their association with clinical manifestations
in patients with sickle cell anemia, 2016. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
5. BATISTA, J. V. G. F.; Fernandes, T A A M; MEDEIROS, T. M. D.; BEZERRA, C.
M.

Aloimunizag&o em pacientes com doengas falciformes provenientes do estado
do Rio Grande do Norte, 2015. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

6. BATISTA, J. V. G. F.; MARTINS, D. A. P.; DOMINGOS, |. F.; FALCAO, D. A;;
HATZLHOFER, B. L. D.; ARAUJO, A. S.; ANJOS, A. C.; CALLADO, F. M. R. A;;
ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M. A. C.

Associacdo de polimorfismos genéticos em KLOTHO com o desenvolvimento
de priapismo em pacientes com anemia  falciforme, 2015.

(Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

Eventos
Eventos

Participacdo em eventos
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1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2016, 2016. (Congresso)

Influéncia do haplétipo Bs e da talassemia alfa no perfil clinico da anemia falciforme
em Pernambuco, Brasil.

2. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO
2016, 2016. (Congresso)

Klotho gene polymorphisms and their association with clinical manifestations in
patients with sickle cell anemia.

3. Apresentacédo de Poster / Painel no(a) XXl Encontro de Genética do Nordeste -
ENGENE, 2016. (Congresso)

Avaliacdo do impacto do polimorfismo rs685417 e da expressdo do gene KLOTHO
nas complicacdes clinicas da anemia falciforme.

4. Apresentacao de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular, 2015. (Congresso)

ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM KLOTHO COM O
DESENVOLVIMENTO DE PRIAPISMO EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME.

5. Apresentacao de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular, 2015. (Congresso)

ALOIMUNIZACAO EM PACIENTES COM DOENCAS FALCIFORMES
PROVENIENTES DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE.

6. V Jornada da p6s graduacédo em genética da UFPE, 2015. (Outra)

Organizacao de evento

1. BATISTA, J. V. G. F.; MEDEIROS, R. L. B.; Souza M.B; FALCAO, D. A;
DOMINGOS, I. F.; BEZERRA, M. A. C.

| Curso de Flebotomia, 2016. (Outro, Organizacao de evento)

2. BATISTA, J. V. G. F.

IV Curso de Flebotomia e Técnicas Hematoldgicas, 2015. (Outro, Organizacao de
evento)

3. BATISTA, J. V. G. F.

V Curso de Flebotomia e Técnicas Hematolégicas, 2015. (Outro, Organizacdo de
evento)

4. BATISTA, J. V. G. F.; BEZERRA, M. A. C.; MEDEIROS, R. L. B.; CIRINO, I. C. S;
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SANTOS, N.
V Jornada da Pés Graduacdo em Genética da UFPE, 2015. (Outro, Organizagéo

de evento)



