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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hereditaria monogénica, caracterizada
por grande variabilidade clinica. Apesar de evidéncias mostrarem que fatores
genéticos podem estar envolvidos na modulacédo fenotipica da doenca, estes néo
estdo bem estabelecidos. Neste sentido, o gene THBS1 é visto como alvo molecular
promissor devido seu papel na adesao celular e biologia do éxido nitrico, que sao
processos importantes na fisiopatologia da AF. O objetivo do estudo foi avaliar se os
polimorfismos rs17633107 (A>C) e rs1478605 (A>G) no gene THBS1 estdo
relacionados com complicacdes clinicas da AF. A genotipagem dos SNPs foi realizada
utilizando sondas TagMan por PCR em tempo real. O estudo foi conduzido por
comparacao de grupos (casos e controles), sendo realizada a caracterizacao clinica
e molecular em 965 pacientes, que, de acordo com a ocorréncia das complicacbes
clinicas por faixa etéaria, foram classificados em trés grupos (I, Il e 1ll). Os resultados
demonstraram que nenhuma associacao foi observada entre a presenca do SNP
rs17633107 e as complicacdes clinicas avaliadas. Em contrapartida, os pacientes com
0 gendtipo variante GG para o SNP rs1478605 apresentaram menor frequéncia de
desenvolver AVC quando comparados aos individuos com genétipos AG e AA
(p=0,011; OR=0,30; 1C-95%=0.11-0,78). O alelo A do SNP rs1478605 demonstrou
associacdo como fator de risco para a ocorréncia de AVC. Dessa forma, podemos
perceber que possivelmente os gendtipos AG e AA para o polimorfismo rs1478605
podem indicar um pior progndéstico ao paciente, embora sejam necessarios estudos

funcionais que possam elucidar melhor essa contribui¢cdo fenotipica.

Palavras-chave: Anemia falciforme. rs1478605. rs17633107. Moduladores genéticos.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a monogenic hereditary disease, characterized by
high clinical variability. Despite evidence shows that genetic factors may be involved
in phenotypic modulation of the disease, they are not well established. In this context,
the THBS1 gene is seen as promising molecular target due to its role in cellular
adhesion and biology of nitric oxide, which are important processes in the
pathophysiology of AF. The objective of this study was evaluated whether
polymorphisms rs17633107 (A>C) and rs1478605 (A>G) in the THBS1 gene are
related to clinical complications of SCA. Polymorphism genotyping was done using
TagMan assay in real-time PCR process. The study was conducted by performing a
comparison of groups (cases and controls), clinical and molecular characterization was
performed in 965 patients, who, according to the occurrence of clinical complications
by age group, were classified into three groups (I, Il and Ill). The results showed no
association was observed between the presence of the SNP rs17633107 and clinical
complications evaluated. In contrast, patients with the GG variant genotype for the
rs1478605 SNP had a lower frequency of developing stroke when compared to
individuals with AG and AA genotypes (p=0,011; OR=0.30; IC-95%=0.11-0,78). The
allele A of the SNP rs 1478605 demonstrated association as a risk factor for the
occurrence of stroke. Thus, we have seen that it is possible that the genotypes AG and
AA for polymorphism rs1478605 may indicate a worse prognosis to the patient the
genotypes AG and AA for polymorphism rs1478605 may indicate a worse prognosis
to the patient, although functional studies are needed to better elucidate this

phenotypic contribution.

Keywords: Sickle cell anemia. rs1478605. rs17633107. Genetic modulators.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € uma doenca genética de carater autossdmico
recessivo, com uma ampla distribuicdo mundial, pertencendo ao grupo das anemias
hemoliticas. Esta doencga é proveniente de uma mutacao pontual no gene que codifica
a cadeia B globinica (HBB, B> GAG->GTG,; glu6val), resultando na sintese de uma
hemoglobina anormal, conhecida como HbS.

A HbS demonstra propriedades bioquimicas peculiares, tendo em vista que a
substituicdo do acido glutamico pela valina induz uma alteragdo minima na estrutura
dessa molécula capaz de provocar, sob condi¢cdes de baixas concentracdes de
oxigénio, a sua polimerizacao e precipitacédo, alterando assim a forma dos eritrocitos,
tornando-os falcizados. Decorrente deste fendmeno de falcizacdo, as hemacias
possuem menor sobrevida e tornam-se mais aderentes ao endotélio, dificultando o
fluxo sanguineo principalmente na microcirculagédo. Tais fatos, aliados ao processo
inflamatorio crénico caracteristico da doenca, contribuem para os fenbmenos vaso-
oclusivos e hemoliticos, que sdo determinantes na origem das complica¢des clinicas
dos pacientes com AF. Sdo elas: crises agudas dolorosas, sindrome toracica aguda
(STA), priapismo, osteonecrose, Ulceras de membros inferiores (UMI), dactilite,
sequestro esplénico (SEA), colelitiase e doenca cerebrovascular, que inclui acidente
vascular cerebral (AVC) e doppler transcraniano de alto risco.

As complicages clinicas sdo extremamente diversificadas entre os pacientes,
variando de formas quase assintomaticas até clinicamente graves. Além disso, as
razdes para essa heterogeneidade fenotipica ndo sdo completamente entendidas,
sendo em parte explicada por dois marcadores genéticos bem caracterizados: 0s
haplotipos BS e a coexisténcia com a alfa talassemia. Além destes, diversos estudos
sugerem que as complica¢des clinicas da AF pode ser modulada por polimorfismos
de nucleotideo unico (SNP) presentes em genes candidatos funcionais.

O gene THBSL1, localizado no cromossomo 15, codifica a trombospondina 1
(TSP1), uma glicoproteina trimérica de 450 kDa membro da familia das
trombospondinas, caracterizada por diversos sitios de ligacdo a diferentes receptores
de superficie celular e componentes da matriz extracelular, que caracterizam essa
proteina como multifuncional. Esse gene é promissor na compreensao do quadro
fisiopatolégico da AF, devido a TSPl atuar em varios processos bioldgicos

importantes dessa doenca, incluindo inflamacéo, adesdo celular, hemostasia e
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biodisponibilidade de 6xido nitrico. Ademais, niveis aumentados de TSP1 plasmatica
ja foram evidenciados em pacientes com AF.

Dessa forma, levando em consideracdo que os pacientes com AF apresentam
quadros clinicos variados e que os fatores genéticos que predispdem a tal fato nao
sdo bem definidos, polimorfismos genéticos no gene THBS1 (rs17633107 e
rs1478605) podem atuar como possiveis moduladores da heterogeneidade fenotipica

observada nesses individuos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. ANEMIA FALCIFORME

2.1.1 Etiologia e prevaléncia

A doenca falciforme € um problema de saude publica mundial e caracteriza-se
pela heranga genética autossdémica recessiva, resultante de alteragfes na estrutura
da hemoglobina associadas ou ndo a sintese insuficiente das suas cadeias globinicas
(WEATHERALL; CLEGG, 2001). Essas hemoglobinopatias podem apresentar as
mutacbes em homozigose para a hemoglobina S ou em heterozigose composta para
a hemoglobina S e outras variantes de hemoglobina, tais como a HbC e HbD, bem
como as interacfes com as talassemias. A forma da doenca mais comum é a presenca
da hemoglobina S em homozigose, herdada de ambos os pais (HbSS), definida como
anemia falciforme (AZAR; WONG, 2017).

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica, cuja alteracdo
molecular responsavel pelo desenvolvimento dessa doenca € devido a uma mutacao
pontual que ocorre no sexto coédon do gene que codifica a cadeia globina  (HBB),
localizado no cromossomo 11p15.5. Tal mutagcdo resulta na substituicdo do acido
glutamico pela valina na cadeia polipeptidica B (HBB; BS GAG->GTG; glu6val),
levando a formac&o de uma hemoglobina anormal, conhecida como hemoglobina S,
gue substitui a hemoglobina normal A (HbA) (DRISS et al.,, 2009; STEINBERG,;
SEBASTIANI, 2012).

Estudos indicam que a mutacdo no gene que sintetiza a globina 3 € oriunda da
Africa e apesar da prevaléncia ser mais elevada tanto na Africa subsaariana quanto
no Mediterraneo e na Asia, 0s processos migratérios populacionais levaram a
disseminacdo dessa mutacdo mundialmente (PAGNIER et al., 1984). No Brasil, a
mutacao foi introduzida pela imigracéo de escravos durante o periodo colonial, sendo,
portanto, mais prevalente nas regides onde a propor¢ao de descendentes africanos é
maior (ARDUINI; RODRIGUES; TROVO DE MARQUI, 2017; LERVOLINO et al., 2011;
PIEL et al., 2014).

Estimativas sugerem que anualmente cerca de 300 mil criangas nasgam com AF
e que esse numero poderia aumentar para 400 mil até 2050 (PIEL et al., 2013). A AF
é a doenca hereditaria monogénica mais comum no mundo (Figura 1), em que 2% da
populacdo mundial apresenta a doenca (RUSANOVA et al., 2011). Nesse contexto,

destaca-se que o Ministério da Saude no ano de 2001, mediante portaria n® 822,
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implementou o diagndstico precoce de hemoglobinopatias através do Programa
Nacional de Triagem Neonatal. De acordo com os dados do Ministério de Saude, em
seu relatorio divulgado com dados referentes ao ano de 2013, nascem no Brasil
aproximadamente 1.000 recém-nascidos vivos por ano com doenca falciforme. No
estado de Pernambuco, estima-se o nascimento de uma crianga com doenga
falciforme para cada 1.400 nativivos (CANCADO; JESUS, 2007; WAGNER et al.,
2010).

Recém-nascidos com
AF (2015)

o
[] 110100

[ 101 to 1000

Il 1001 to 10,000
B 10,001 t0 100,000

Figura 1- Numero de recém-nascidos vivos com AF em cada pais no ano de 2015. Adaptado de (Piel
etal., 2017).

2.1.2 Fisiopatologia

Com propriedades bioquimicas peculiares, as moléculas de HbS estabelecem
interacdes intermoleculares hidrofébicas sob baixas condi¢cdes de oxigénio, que
promovem a sua polimerizacdo e precipitacdo. Isso confere uma série de alteracdes
morfologicas e funcionais aos eritrocitos, tornando-os falcizados (LERVOLINO et al.,
2011).

O processo de polimerizacdo é favorecido diretamente pelo residuo de valina
presente na HbS, uma vez que este, sob hipoxia, se liga a uma regido hidrofobica
entre um residuo de fenilalanina e leucina na posicao 85 e 88, respectivamente, da
cadeia globina B adjacente (AZAR; WONG, 2017). A medida que a desoxi-HbS
polimeriza-se, fibras alongadas s&o sintetizadas e estas se alinham umas com as
outras, formando feixes helicoidais que levam a formacdo do eritrécito falcizado,

resultando na reducéo da deformabilidade celular. Tal fenémeno é reversivel quando
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h& reoxigenacgéo, restaurando a estrutura bicbncava das hemacias. Porém, esses
ciclos de polimerizacdo e despolimerizacdo causam danos irreversiveis ao
citoesqueleto da membrana do eritrocito falcizado, sendo estas as formas vistas no
sangue periférico de pacientes com AF (STEINBERG, 2008; WARE et al., 2017).

Estudos da cinética da polimerizacdo da HbS mostraram que a formacdo do
polimero € uma fungcdo exponencial da concentracdo intra-eritrocitaria de HbS
desoxigenadas, demonstrando assim o papel crucial da concentracdo celular dessa
hemoglobina no processo de falcizacdo. Além disso, outro condicionante deste
fenbmeno € a presenca da Hb Fetal (HbF) no eritrécito, uma vez que inibe a
polimerizacdo e reduz a concentracdo de HbS (AKINSHEYE et al., 2011; DE
FRANCESCHI et al., 2011).

A formacdo de polimeros HbS dentro das heméacias também altera a
permeabilidade da membrana aos ions, prejudicando a homeostase de cétions em
algumas células falcizadas. Isto ocorre devido a ativacao irregular do sistema de co-
transporte K*:Cl- e do canal de Gardos, que promovem o efluxo no teor de ions
celulares seguidos pela agua, o que resulta em desidratacdo celular e maior
concentragdo intracelular de HbS, favorecendo a répida polimerizacdo (SONATI,
COSTA, 2008).

Esses eritrécitos deformados e rigidos, devido ao dano persistente da membrana
eritrocitaria associado a polimerizacdo da HbS, desencadeiam a ocorréncia de vaso-
oclusdes e hemdlise, que sdo as bases fisiopatoldgicas determinantes das principais
complicacBes clinicas da AF (CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009;
REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Inicialmente acreditava-se que as células falcizadas eram unicamente
responsaveis por causar obstrucdo no processo de perfusdo dos Orgdos e
consequente infarto tecidual devido a deformabilidade eritrocitaria reduzida. No
entanto, o processo vaso-oclusivo abrange varios passos, que envolvem interacdes
entre as hemacias falcizadas, leucocitos ativados, células endoteliais ativadas,
plaquetas e proteinas plasmaticas (CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009).

Os eritrocitos falcizados expressam maior numero de moléculas de adesao em
sua superficie, favorecendo 0s processos interativos com o endotélio e com outros
componentes da circulacdo, como leucocitos e plaguetas. Uma das moléculas de

adesao exposta em grande quantidade pelo eritrocito falcizado é a fosfatidilserina
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(FS), a qual o deixa até trés vezes mais aderente quando comparado aos eritrocitos
normais (ZAGO; PINTO, 2007). Além dessa maior aderéncia, a exposicado de FS foi
relacionada com a geracdo de trombina, substancia relacionada a formacédo de
coagulos de fibrina, que também contribuem para a oclusédo vascular (Figura 2).
Outros componentes proteicos também sdo expostos durante esse processo e
ocorrem principalmente nas células endoteliais, incluindo a expressédo de moléculas e
proteinas de adesao tais como ICAM-I, VCAM-I, as selectinas, entre outras. Nesse
fenbmeno, também participam proteinas sollveis de ades@o como a trombospondina,
fator von Willebrand e glicolipidios sulfatados. Sendo assim, a vaso-oclusdo € um
processo que abrange fatores que se interligam e se retroalimentam, desencadeando

os fendmenos inflamatérios (Hebbel 2000; Frenette e Atweh 2007).

Membrana celular
alterada

Espectrina

Membrana

Citoesqueleto

Figura 2- Alteracdo estrutural da membrana eritrocitaria por polimeros de hemoglobina S. A
desoxigenacgéo da HbS favorece a formacgéo dos polimeros, levando a mudangas conformacionais no
citoesquelento que, por sua vez, ddo origem a caracteristica falciforme da heméacia. Subsequente a
polimerizacéo, as protrus6es formadas decorrentes da interrupcdo da ligagdo da membrana celular
com o citoesqueleto resultam na exposicao de epitopos de proteinas transmembranar e na composi¢ao
de fosfatidilserina (FS) entre o interior e o exterior da célula. Adaptado de (Frenette e Atweh, 2007).

Os pacientes com AF apresentam intensa hemolise, uma vez que o processo de
falcizacdo modifica as propriedades da membrana celular das hemacias e as tornam
menos flexiveis, permanecendo na circulagdo de dez a vinte dias. O processo
hemolitico ocorre principalmente extravascularmente pelo sistema reticuloendotelial,

gue reconhece a lesdo celular e promove a eritrofagocitose. Mas, esses processos
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hemoliticos podem ocorrer intravascularmente, com subsequente liberacdo de
hemoglobina e arginase (STEINBERG, 2008).

A hemolise intravascular apresenta impacto direto na reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), importante regulador do ténus vascular e
inibidor da ativagdo plaquetéria e da expressdo das moléculas de adeséo nas células
endoteliais. Tal fato ocorre porque durante a hemdlise esta molécula reage
rapidamente com a hemoglobina livre, produzindo nitrato, metemoglobina e Fe-
nitrosil-hemoglobina. Além disso, a arginase liberada metaboliza o aminoacido
arginina em ornitina, diminuindo assim o substrato necessario para a sintese de NO.
Dessa forma, a deplecdo de NO promove a vasoconstricdo, aumenta a ativagao
plaquetéria e expressdo de moléculas de adesdo e, consequentemente, devido ao
retardo do fluxo sanguineo, favorece a falcizacdo das hemécias e ocorréncia de
fendmenos vaso-oclusivos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Portanto, a AF apresenta um quadro com complicacdes inflamatorias crénicas
gue sédo desencadeadas por trés mecanismos inter-relacionados e concomitantes:

processos vaso-oclusivo, hemolitico e inflamatério (ZAGO; PINTO, 2007).
2.1.3 Complicacdes clinicas

A falcizacao das hemacias € consequéncia direta da presenca de HbS, porém a
polimerizacdo por si s6 ndo explica a fisiopatologia da AF. O desfecho clinico dessa
doenca é decorrente dos efeitos pleiotrépicos que se seguem e favorecem os eventos
vaso-oclusivos e hemoliticos, responsaveis por conduzir uma ampla variedade de
complicacBes. Dessa forma, a AF esta associada a uma heterogeneidade clinica
incomum para uma doenga monogénica (DRISS et al., 2009).

Embora seja um disturbio genético fundamentalmente do sangue, a AF é uma
condicdo multissistémica, que acomete praticamente todos os 6rgaos (Figura 3). Os
individuos portadores de AF sdo assintomaticos durante os primeiros meses de vida,
isto porque os niveis de HbF tém uma producao significativa, mas a medida que a
sintese de cadeias da y-globina é substituida pela sintese de cadeias B, a
concentracédo de HbS aumenta proporcionalmente e, consequentemente, comecam a
surgir as complicacdes da doenca. Esta transicdo ocorre em taxas diferentes entre

os individuos, mas em alguns, os niveis de HbS podem ser alcancados ap0s a oitava
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semana de vida e complicagbes potencialmente fatais podem ocorrer a partir dessa
idade (QUINN, 2013).
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Figura 3- Complicagdes clinicas da doenca falciforme. Adaptado de (Kato et al., 2018).

A AF é reconhecida como uma doenca de natureza crénica, mas muitas de suas
complicacbes sdo agudas (BALLAS et al.,, 2012; KATO et al., 2018). Certas
complicac@es clinicas se desenvolvem no inicio da infancia, enquanto ha outras que
normalmente ndo se apresentam até a adolescéncia ou inicio da idade adulta
(MCGANN; NERO; WARE, 2017).

As crises vaso-oclusivas (CVOs) sdo os eventos clinicos mais comumente
encontrados em pacientes com AF, sendo responsaveis por provocar isquemia
tecidual acompanhada de danos vasculares e inflamacéo, que resultam em episodios
dolorosos intensos. Por esse motivo sdo consideradas as causas mais comuns de
hospitalizacdo e sua frequéncia é variavel entre os pacientes, de modo que a
ocorréncia de mais de trés episodios dolorosos por ano que requerem hospitalizagdo
estd associada a uma expectativa de vida reduzida. Os primeiros eventos vaso-
oclusivos ocorrem em bebés e criangas pequenas através de uma condi¢cdo chamada
de dactilite, um inchaco agudo e doloroso no dorso das méos e/ou pés resultante do
infarto da medula éssea desses 0ssos. Em criangas mais velhas e pacientes adultos,

0s episodios dolorosos agudos ocorrem em locais mais especificos, tais como o
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esterno, as costelas, os bracos ou as pernas (MCGANN; NERO; WARE, 2017; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Frequentemente as crises dolorosas precedem o inicio de outras complicacfes
da AF, tais como a sindrome torcica aguda (STA). Esta é caracterizada por infiltrado
pulmonar e um quadro clinico variavel, incluindo dor toracica e febre, acompanhados
de sintomas de doenca pulmonar, como taquipneia, dispneia, tosse ou hemoptise.
Essa complicacdo € uma das principais causas de morte entre os pacientes com AF
e a segunda maior causa de admissdo hospitalar, apresentando uma incidéncia de
12,8 eventos a cada cem pacientes/ano (BALLAS et al., 2012; CASTRO et al., 1994;
GUALANDRO; FONSECA; GUALANDRO, 2007; QUINN, 2013).

O sequestro esplénico agudo (SEA) é uma complicacdo comum e grave que
acomete até 30% das criancas com AF, sendo uma das principais causas de
mortalidade infantil (KATO et al., 2018; OWUSU-OFORI; REMMINGTON, 2017). Esse
desfecho é caracterizado pelo rapido inchaco do baco que ocorre devido a vaso-
oclusdo de eritrocitos que ficam aprisionados nos sinusoides esplénicos e,
consequentemente, leva a um quadro clinico de anemia grave e hipovolemia.
Criancas com SEA frequentemente requerem hospitalizacao e terapia transfusional, e
além disso, devido a alta taxa de recorréncia desse evento a esplenectomia é
necessaria (BALLAS et al., 2012; BROUSSE et al., 2012).

Outro evento agudo que contribui significativamente para morbimortalidade de
pacientes com AF é o acidente vascular cerebral (AVC), definido como uma sindrome
neuroldgica aguda secundaria a obstru¢do de uma artéria ou hemorragia, resultando
em isquemia e/ou sinais neurolégicos (BALLAS et al., 2010). Na AF, o AVC do tipo
isquémico ocorre predominantemente nas criangas, enquanto nos adultos € mais
comum o AVC hemorragico. As criancas com AF possuem um risco de 300 vezes
maior de desenvolver AVC do que a populacédo pediatrica em geral, ocorrendo em
aproximadamente 11% dos individuos até os 20 anos de idade (OHENE-FREMPONG
et al., 1998). Os mecanismos fisiopatolégicos da AF contribuintes para o desfecho
dessa complicacao incluem o aumento de adesao das hemacias falcizadas, ativacao
endotelial anormal, respostas inflamatérias e coagulacéo desregulada. (MALOWANY;
BUTANY, 2012; STROUSE; LANZKRON; URRUTIA, 2011).

O maior fator de risco para o desenvolvimento de AVC tem sido confirmado

através da deteccdo de velocidade elevada do fluxo sanguineo cerebral em
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segmentos arteriais do poligono de Willis através do exame Doppler Transcraniano
(DTC). Este exame por ultrassonografia € utilizado como ferramenta de triagem e
estratificacdo clinica para a prevencao primaria ao AVC, uma vez que o risco para a
ocorréncia desse evento é diretamente proporcional ao aumento da velocidade média
nas artérias cerebrais (ADAMS, 2014; ADAMS et al., 1998, 2004).

Criancas com AF apresentam DTC ainda maiores (Velocidade de fluxo 130-140
cm/s) do que criancas sem AF (Velocidade de fluxo 90-100 cm/s), devido a anemia.
Velocidades de fluxo cerebral acima de 140 cm/s podem indicar uma estenose
cerebral ou apenas um aumento geral no fluxo sanguineo cerebral (HOPPE, 2005).
Criancas com AF e DTC alterado (Velocidade de fluxo = 200 cm/s) apresentam 44
vezes mais chances de desenvolver um AVC do que as que tém DTC normal
(Velocidade de fluxo < 170 cm/s). Entretanto, o valor de 200 cm/s nédo é absoluto, uma
vez que pacientes que apresentam DTC em faixa condicional (Velocidade de fluxo
170-199 cm/s) também apresentam elevado risco de desenvolver o AVC (ADAMS et
al., 1992, 1997; FLANAGAN et al., 2011). Com base na estratificacdo de risco
determinada pelas velocidades do DTC, os pacientes podem ser submetidos a
esquemas profilaticos de transfusdes peridédicas (BREWIN; KAYA; CHAKRAVORTY,
2017; STEINBERG, 2005).

Das complicacdes do trato geniturinario na AF, outra que é comum € o priapismo,
visto que aproximadamente 30-45% dos pacientes do sexo masculino apresentara
pelo menos 1 episédio de priapismo durante a vida (RACHID-FILHO et al., 2009). Este
evento caracteriza-se por erecao persistente e dolorosa do pénis sem que ocorra o
estimulo sexual. Na AF, os eventos de priapismo séo do tipo isquémico ou de baixo
fluxo, no qual a baixa oxigenagdo no corpo cavernoso durante a erecdo normal
predispde a falcizacdo dos eritr6citos, com consequente estase venosa, que
desencadeia uma reacao inflamatéria e pode levar subsequentemente a impoténcia.
Clinicamente, esta condicdo pode ocorrer como episodios agudos, com duragao
prolongada por mais de quatro horas, ou apresentar-se com crises repetidas de curta
duracdo, que pode evoluir para forma aguda (ADEYOJU et al, 2002;
CHINEGWUNDOH; ANIE, 2017).

Dentre as complicacbes crbnicas, a osteonecrose € uma lesdo
musculoesquelética grave bastante frequente, acometendo cerca de 50% dos

pacientes adultos portadores de AF. Este fenotipo doloroso e debilitante torna-se mais
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susceptivel para se desenvolver devido a microcirculagdo 6ssea apresentar baixo
fluxo sanguineo, favorecendo assim a ocorréncia da falcizacdo das heméacias (SILVA
JUNIOR; DAHER; ROCHA, 2012). Essa complicagcdo progressiva afeta
principalmente os o0ssos longos, podendo acometer as vértebras e costelas. Além
disso, estudos demonstraram que a idade, hematdcrito elevado, eventos vaso-
oclusivos recorrentes e coexisténcia com a-talassemia séo fatores de risco para o
desenvolvimento da osteonecrose (DRISS et al., 2009; MARTI-CARVAJAL; SOLA;
AGREDA-PEREZ, 2016; MILNER et al., 1991).

Outra complicagdo comum é o desenvolvimento de Ulceras de membros
inferiores (UMI), sendo esta uma das complicacdes cutaneas mais frequentes na
anemia falciforme. Acomete entre 5% e 10% dos pacientes e, como a incidéncia
geografica é variavel, pode atingir 50% daqueles que residem em &reas tropicais.
Essa condicdo crbnica e dolorosa ocorre em areas com menos gordura subcuténea e
pele fina, sendo os locais mais propicios os maléolos medial e lateral, apresentando
cicatrizacdo lenta e alta taxa recorréncia (MINNITI et al., 2010; STEINBERG, 2008). A
fisiopatologia relacionada a este evento € multifatorial, incluindo como fatores
contribuintes as infecgbes, traumatismo, vasoconstricdo excessiva, trombose e
reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (MINNITI; KATO, 2016; UMEH et al.,
2017).

Além dessas complicacdes, outra que € comum nos individuos com AF é a
colelitiase. Um fator de risco para o desenvolvimento dessa complicacdo é a hemolise
cronica, caracteristica da doenca falciforme, visto que a destruicdo prematura dos
eritrocitos falcizados resulta no aumento dos niveis de bilirrubina indireta e
precipitacdo dos cristais de bilirrubinato de calcio, que por sua vez leva a formacao
dos calculos biliares (AL TALHI et al., 2017; ISSA, 2010). Nos pacientes com AF a
prevaléncia de colelitiase é alta e aumenta progressivamente com a idade, cuja
variacdo é de cerca de 15% em criancas e aumenta para mais de 50% em adultos
(CURRO et al., 2007; GOODWIN et al., 2017).

Dessa forma, pode-se observar que uma das caracteristicas marcantes da
anemia falciforme € a variabilidade de suas complicagbes clinicas. Estas sé&o
decorrentes dos eventos vaso-oclusivos e do quadro hemolitico, que apresentam
papel determinante no desenvolvimento das crises dolorosas, STA, AVC, UMI,

priapismo, osteonecrose, entre outras complicacdes. Porém, as razbes para essa
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heterogeneidade fenotipica ainda ndo sdo completamente compreendidas, e em parte
pode ser explicada por fatores ambientais e socioeconémicos, mas associado a tal
fato, variacbes moleculares foram observadas como moduladores fenotipicos da AF
(DRISS et al., 2009; HABARA; STEINBERG, 2016).

2.1.4 Moduladores genéticos da Anemia Falciforme

Subjacente a mutacdo pontual que origina a AF, existe uma heterogeneidade
molecular que distingue os pacientes quanto ao seu desfecho clinico. Até o momento,
dois moduladores genéticos classicos bem estabelecidos na literatura sdo os
haplotipos BS e a coexisténcia com a alfa talassemia (FERTRIN; COSTA, 2010;
HIGGS, 2013; HIGGS; WOOD, 2008; LETTRE et al., 2008).

Os haplodtipos da anemia falciforme séo definidos por padrdes de polimorfismos
do DNA ligados ao cluster da 8 globina (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989).
Estes padrdes foram determinados ao caracterizar a regiao flanqueadora do gene da
B globina, usando sitios de clivagem de endonucleases de restrigdo, que sugeriram a
origem independente da mutacdo BSem cinco regides especificas e s6 posteriormente
espalhou-se pelo mundo. Tais hapl6tipos sdo nomeados de acordo com a regiao
geografica de origem e maior prevaléncia, sendo designados de Senegal (SEN), Benin
(BEN), Bantu ou Republica Centro-Africana (CAR), Camardes (CAM) e arabe-indiano
(ARB ou SAU) (KULOZIK et al., 1987; LAPOUNIEROULIE et al., 1992; PAGNIER et
al., 1984). Além desses, outros hapl6tipos menos frequentes, denominados de
atipicos, sado ocasionados por varios mecanismos genéticos, tais como alteracdes
genéticas nos sitios polimérficos de restricdo e conversado génica e, devido a tal fato,
nao se enquadram nos cinco padrdes bem estabelecidos (ZAGO et al., 2000).

O curso clinico da AF tem sido associado com os referidos haplotipos, uma vez
que os polimorfismos genéticos em cis, herdados juntamente com o gene S, podem
influenciar a expressado do gene y-globina e, consequentemente, nos niveis de HbF
(LU; STEINBERG, 1996; STEINBERG, 2005). Os hapldtipos SEN e SAU/ARB
produzem niveis mais altos de HbF e estdo associados a evolucao clinica mais branda
da AF e com menor ocorréncia de dano organico, enquanto haplétipo CAR esta
associado aos niveis mais baixos de HbF e consequentemente com a pior gravidade
clinica da doenca. Os pacientes com os haplétipos BEN e CAM exibem quadros
clinicos intermediarios (LOGGETTO, 2013).
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As concentragdes de HbF variam de 1% a 30% entre os pacientes com AF, no
qual varios determinantes genéticos evidenciaram contribuir para a heterogeneidade
dos niveis basais dessa hemoglobina (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Dentre
estes, 0 mais associado é o polimorfismo presente na regido promotora (-158 C>T,;
rs7482144) do gene HBG2, em portadores dos haplotipos SEN e ARB, que esta
relacionado com uma maior producdo de cadeias globinicas ©y, levando ao aumento
da HbF (GILMAN; HUISMAN, 1985; STEINBERG, 2009). No entanto, mesmo entre
os individuos portadores deste polimorfismo, existe uma variabilidade significativa de
niveis de HbF, sugerindo que haja acdo adicional de outros elementos regulatérios.
Por esse motivo, a associagao dos haplétipos BS com a gravidade clinica da AF deve
ser interpretada cautelosamente, visto que o valor progndéstico de um haplétipo
conhecido em um individuo é limitado (STEINBERG, 2005).

No Brasil, estudos referentes a distribuicdo de haplotipos ligados ao gene da
HbS mostraram o predominio do haplétipo CAR seguido do BEN (ZAGO; PINTO,
2007). Essa distribuicdo é condizente com a origem histérica dos escravos trazidos
ao Brasil, de modo que o haplétipo CAR é mais comumente encontrado no estado de
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Ceara
e Para (AURICCHIO et al., 2007; BELISARIO; VIANA, 2010; BEZERRA et al., 2007;
CABRAL et al., 2011; CARVALHO-DOS SANTOS et al., 2012; FIGUEIREDO et al.,
1996; FLEURY, 2007; GONCALVES et al., 1994; LEMOS CARDOSO; GUERREIRO,
2006; LOGGETTO, 2013; LYRA et al., 2005; OKUMURA; LOBO; BONINI-
DOMINGOS, 2013; PANTE-DE-SOUSA et al., 1998; SILVA FILHO et al., 2012; SILVA,;
GONCALVES; RABENHORST, 2009; ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992).

Outro importante modulador da heterogeneidade fenotipica da AF é a co-
heranca com a a-talassemia. Esta hemoglobinopatia constitui um grupo de disturbios
hereditarios causados pela diminuicdo ou auséncia da sintese de uma ou mais
cadeias globinicas do tipo alfa da hemoglobina, decorrentes de mutac¢des pontuais ou
delecdes nos genes a1 e/ou a2, localizados no brago curto do cromossomo 16. Dentre
as causas da alfa talassemia, a mutagdo mais prevalente no Brasil é a delecéo de 3.7
kb (-a37) originada por crossing-over desigual entre os genes a1 e a2 (BELISARIO;
VIANA, 2010).

A a-talassemia modula a AF reduzindo a concentragéo intracelular de HbS e,

consequentemente, diminui o dano celular induzido pela formacdo do polimero de
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HDbS nos eritrécitos. Além disso, a coexisténcia da alfa talassemia altera os parametros
hematolégicos e clinicos da anemia falciforme, bem como a frequéncia de
complicac@es clinicas e, até mesmo, a sobrevida dos individuos. Assim, os individuos
portadores das duas hemoglobinopatias apresentam o volume corpuscular médio
(VCM) reduzido, maior concentracdo de hemoglobina, menor contagem de
reticulocitos e reducdo das taxas de hemolise. Nesse contexto, esta delecao do gene
a confere protegao contra fendétipos associados aos processos hemoliticos, tais como
UMI, AVC e priapismo. No entanto, os efeitos benéficos da a talassemia s&o
contrapostos pelo aumento da viscosidade sanguinea, que resulta em eventos clinicos
decorrentes da vaso-oclusédo, como CVOs, STA e osteonecrose (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; NAGEL; STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2009; STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012).

Dessa forma, percebe-se entdo, como os haplotipos ligados ao cluster da 3
globina relacionados com os niveis de HbF e a co-heranca com a a talassemia séo
importantes modificadores do quadro clinico da AF (Figura 4). Porém, estes ndo sao
suficientes para elucidar as diferentes express@es fenotipicas observadas nos
pacientes com AF. Sendo assim, torna-se necessario estudar outros fatores genéticos
moduladores que predispdem os individuos a apresentar as diversas complicacfes
clinicas encontradas na AF. Nesse contexto, estudos de associacdo genética
passaram a ser desenvolvidos com o intuito de esclarecer como os subfenétipos
desse disturbio hereditario sdo modulados por polimorfismos presentes em genes
candidatos, como por exemplo, no gene THBS1 (HABARA; STEINBERG, 2016; PIEL;
STEINBERG; REES, 2017; STEINBERG, 2009).

[FENOTIPO MENOS GRAVE FENOTIPO MAIS GRA-
Haplétipos
ARB SEN CAM BEN CAR
—=p
HbF
Altos niveis Baixos niveis

Numero de genes globinas alfa

2 (aa/-- ou a-/a-) 3 (aa/a-) 4 (aa/aa)

Figura 4- Modificadores genéticos da gravidade fenotipica na doenca falciforme. As setas indicam se
0s moduladores estao associados a um fenétipo mais leve ou mais grave. Como o efeito dos haplétipos
na clinica da AF é mediado pelos niveis de HbF, alguns destes apresentam niveis mais elevados e
relacionam-se com um melhor progndéstico, enquanto outros apresentam menores niveis dessa Hb e
guadro clinico de intermediario a grave. Para o nimero de genes das globinas alfa, a diminuicao da
expressdo desses genes acarreta em reducdo da HbS, induzindo a uma menor polimerizagdo e
consequentemente a um fendtipo menos severo. Adaptado de (Piel et., 2017).
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2.2. TROMBOSPONDINAS

As trombospondinas (TSPs) constituem uma familia conservada de proteinas
matricelulares, ou seja, elas ndo apresentam um papel estrutural na matriz
extracelular, mas quando incorporadas nesse compartimento séo capazes de regular
uma variedade de processos biologicos através de interacdes com diversos
receptores de superficie celular e com os componentes da matriz extracelular
(STENINA-ADOGNRAVI, 2014).

A diversidade das funcdes fisioldégicas desempenhadas pelas TSPs, decorrentes
dos processos interativos inclui: regulacdo da angiogénese, modulagdo do sistema
imune, biologia vascular, organiza¢éo do tecido conjuntivo e sinaptogénese (ADAMS;
LAWLER, 2011).

Esta familia de proteinas codificadas pelo grupamento génico THBS é
constituida por cinco membros, sendo cada um deles produto de um gene distinto
localizado em cromossomos diferentes, que sédo divididos em dois subgrupos de
acordo com a organizacao da estrutura molecular. O subgrupo A abrange as proteinas
triméricas TSP1 e TSP2, enquanto o subgrupo B inclui as proteinas TSP3, TSP4 e
TSP5 que formam pentameros. Todas as TSPs compartilham subunidades altamente
homologas no nivel proteico, entretanto as regides génicas regulatérias sdo distintas,
garantindo que sejam diferencialmente expressas em varios tecidos e, por sua vez,
sugere que tais proteinas possuam funcbes distintas (BONNEFOY; MOURA;
HOYLAERTS, 2008).

2.2.1 Gene THBS1 e Trombospondina 1

Em humanos, o gene THBS1 esté localizado no brago longo do cromossomo 15
(g15) e contém 22 éxons, sendo descritos pelos bancos de dados mais de 6 transcritos
splicing variantes (figura 5). Tais isoformas, até o momento, ndo foram completamente
exploradas (STENINA-ADOGNRAVI, 2014). Este gene é responsavel por codificar a
proteina homotrimérica trombospondina 1 (TSP1), sendo cada monémero de proteina
constituido por 1152 aminoécidos, incluindo um peptideo sinal de 31 aminoacidos
(HUANG et al., 2017).
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Figura 5-Localizacéo e estrutura do gene THBS1. Adaptado de (http://www.genecards.org, acesso em
27 de dezembro de 2018).

A TSP1 é o primeiro membro descrito da familia das trombospondinas, e assim
denominada por ter sido isolada inicialmente dos granulos a das plaquetas circulantes
apos sensibilizacdo com trombina (BAENZIGER; BRODIE; MAJERUS, 1971,
LAWLER; SLAYTER; COLIGAN, 1978). Esta proteina também é produzida e
secretada por multiplos tipos celulares, quando ativadas em resposta a algum
estresse, incluindo as células endoteliais, os fibroblastos, células do musculo liso,
células epiteliais e as células do sistema imune (ROGERS et al., 2014).

A TSP1 é uma glicoproteina homotrimérica de 450 kDa, no qual os monémeros
sdo conectados entre si através de ligacfes dissulfeto. Cada um desses monémeros
compreende um dominio N-terminal globular ligado por um dominio de oligomerizacao
a uma regido com homologia para pro-colageno tipo | ou repeticdo von Willebrand
tipo C (VWC), que é seguida de uma parte central contendo varias regides de
repeticdes, abrangendo trés repeticdes do tipo 1-TSRs (ou dominio properdina), trés
repeticbes do tipo 2 (ou dominio de fator de crescimento epidérmico-EGF) e sete
repeticdes do tipo 3 (ou dominio de ligacdo ao célcio), continua de um dominio C-
terminal globular (Figura 6) (CARLSON; LAWLER; MOSHER, 2008; CHISTIAKOV et
al., 2017; ESEMUEDE et al., 2004).

Dominio

N-terminal Repetigéo Repeticéo Repetigdo Dominio
tipo | tipoll tipo Il C-terminal

Dominio ———
de
oligomerizagdo

Figura 6- Representacdo esquematica da organizacdo estrutural da subunidade monomérica da TSP1.
Adaptado de (Chistiakov et al. 2017).



30

O papel multifacetado da TSP1 é decorrente dos multiplos dominios presentes
em sua complexa organizagcao proteica, uma vez que, através deles, ela estabelece
interacdes fisicas com uma diversidade de ligantes, incluindo componentes estruturais
da matriz extracelular, outras proteinas matricelulares, receptores celulares, fatores
de crescimento, citocinas e proteases. Muitas dessas interacdes foram caracterizadas
através de estudos experimentais de pequena escala em sistemas biolégicos
definidos e fundamentado em informacfes de banco de dados de interacao proteica
e da literatura, cujo conhecimento referente ao interatoma da TSP1 é ilustrado na
figura 7, embora este n&o seja completamente delineado. Tais interacbes envolvem
locais de ligacdo diferentes e podem ocorrer simultaneamente, ativando vias de
sinalizacdo que resultam em fenotipos celulares variados e, consequentemente,
explicam a diversidade de funcbes dessa proteina (CHEN; HERNDON; LAWLER,
2000; RESOVI et al., 2014).
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Figura 7- Representacdo esquemaética das principais classes de moléculas que interagem com TSP1.
Adaptado de (Resovi et al. 2014).

2.2.2 Funcbes da TSP1

Os diversos ligantes da TSP1 estdo envolvidos em varios processos bioldgicos
importantes, como hemostasia e cicatrizagdo de feridas, inflamacdo, angiogénese,
sinalizacdo do oxido nitrico e adesdo celular. Portanto, percebe-se, que a

especificidade da atividade da TSP1 é mediada pela disponibilidade das moléculas
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que interagem com os varios dominios constituintes dessa proteina (ADAMS,;
LAWLER, 2011; CHEN; HERNDON; LAWLER, 2000).

Estudos mostraram que a TSP1 é importante no controle inicial da hemostasia
no local que ocorre um coagulo irreversivel de plaquetas, uma vez que ao ser liberada
dos granulos a de plaquetas apds sensibilizagdo com trombina, esta proteina atua
contribuindo para a agregacao plaquetaria ao interagir com o fibrinogénio que se
encontra acoplado aos receptores da glicoproteina llb/llla, resultando na formacéo e
estabilizacdo desses macroagregados. Tal fato ocorre principalmente através do
dominio de ligagdo amino-terminal da TSP1, embora também tenha sido associado
com o dominio C-terminal e as regides das repeticbes TSR1 e TSR3. E apesar do
processo de cicatrizacdo de feridas envolver essa fase inicial de hemostasia regulada
por plaquetas, acredita-se que a presenca de TPS1 é necessaria para a funcéo
adequada dos macréfagos, que posteriormente afeta os estagios da fibroplasia e
formacdo de tecido de granulacdo (BONNEFOY; MOURA; HOYLAERTS, 2008;
ESEMUEDE et al., 2004).

A TSP1 modula o processo inflamatorio por varios mecanismos, que envolvem
interacdes com receptores especificos. Em resposta a inflamacao, esta proteina é
secretada em concentra¢cdes elevadas, induzindo uma intensa resposta quimiotatica
aos tecidos lesados, facilitando o processo de fagocitose. Esta proteina direciona a
fagocitose pelos macréfagos via receptor CD36, que é co-expresso com a TPS1
nessas células. Em outros casos, acredita-se que a TSP1 desempenha um papel
importante na reducdo da inflamac&o ao interagir com o receptor CD47, levando a
ativacdo das células T reguladoras que sdo responsaveis pela manutencdo das
respostas imunes (KRISHNA; GOLLEDGE, 2013; LOPEZ-DEE; PIDCOCK;
GUTIERREZ, 2011).

Em relacédo a angiogénese, a TSP1 foi o primeiro inibidor enddégeno identificado
relacionado a esse processo. Esta proteina tem papel anti-angiogénico por apresentar
efeitos diretos na supressao da atividade do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), inibicdo da migracdo e inducdo da apoptose de células endoteliais. Essa
funcdo é principalmente mediada através das regibes TSRs que interagem com o0
receptor CD36 e com as integrinas 1. Além disso, a TSP1 impede a liberacdo do

VEGF da matriz extracelular através da inibicdo da atividade da metaloproteinase de
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matriz 9 (MMP-9) e até mesmo acoplando-se ao VEGF nesse compartimento
(KAZEROUNIAN; LAWLER, 2017; LAWLER; LAWLER, 2012).

O NO é uma molécula que desempenha papéis fisiolégicos importantes na
vasculatura para regular a angiogénese, o fluxo sanguineo e a hemostasia. Estudos
mostraram que a proteina TSP1 inibe a producéo e sinalizacdo do NO nas células
vasculares via ativacéo do receptor CD47 e CD36. A ligacéo de alta afinidade a CD47
pela TSP1 é mediada pelo seu dominio C-terminal, e subsequentemente, produz
sinais que inibem a atividade da guanilato ciclase soltvel (sGC), esta, em condi¢cdes
normais, € estimulada pelo NO e catalisa rea¢cfes que produzem monofosfato ciclico
de guanosina (cGMP) necessario para a vasodilatacdo. Enquanto a interacdo dessa
proteina ao receptor CD36, impede a producdo de NO ao suprimir a atividade da
sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS) (ISENBERG et al., 2009; ROGERS et al.,
2014).

Além disso, a TSP1 participa da biologia vascular como um potente modulador
da adesao celular. Uma vez que esta proteina tem a capacidade de interagir tanto
com as células falcizadas quanto com componentes das células endoteliais, tais como
o receptor CD36 e a integrina avPs €, consequentemente, contribui para os fenémenos
vaso-oclusivos. Tal fato é facilitado em pacientes com anemia falciforme, por ter sido
demonstrado que os mesmos apresentam niveis elevados de fatores (hipdxia,
trombina, fator de necrose tecidual, fator ativador de plaquetas e interleucina-1)
contribuintes para a expressao de receptores de adesao celular por células endoteliais
(HEBBEL, 2000; TARABOLETTI et al., 1990).

Diante da multifuncionalidade da TSP1, o gene THSB1 se mostra um
interessante alvo de estudo, pois esta envolvido em varios aspectos fisiopatolégicos
gue sao importantes na AF, tais como inflamacéao, adesao vascular e producao de
oxido nitrico. Além disto, a identificacdo de novos fatores de risco genético associados
as repercussbes clinicas na AF torna-se uma importante ferramenta para a

determinacdo de marcadores prognosticos.
2.3. TSP1 E POLIMORFISMOS GENETICOS

Estudos demonstraram que a concentracdo de TSP1 circulante encontra-se
elevada em algumas patologias, incluindo a doenca falciforme (BROWNE et al., 1996;
FAULCON et al., 2013; NOVELLI et al., 2012). Novelli et al. (2012) encontraram nos
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individuos com AF, niveis plasmaticos elevados dessa proteina durante os eventos
vaso-oclusivos agudos, quando comparados com pacientes em estado estacionario e
controles saudaveis.

Faulcon et al. (2013), por sua vez, evidenciaram niveis aumentados de TSP1
plasmatica em criancas com AF que desenvolveram infarto cerebral silencioso (SCI),
em comparacao com pacientes que ndo apresentaram esta complicacéo, sugerindo
gue esses individuos exibem um risco aumentado a resposta inflamatoria, observada
nestes casos devido ao recorrente processo de isquemia/reperfusdo e reoxigenacao.

Diante desse contexto, associado a importancia da natureza multifuncional da
proteina TSP1, o gene THBS1 tornou-se um dos genes candidatos nas pesquisas em
busca de novos moduladores genéticos das complicacdes clinicas da AF. Além disso,
varios estudos de associacdo genética encontraram SNPs ligados a funcéo endotelial,
a vias de inflamacéao e a biologia do 6xido nitrico, sendo estes aspectos relacionados
aos subfenoétipos da anemia falciforme (DRISS et al.,, 2009; STEINBERG, 2009;
STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

Apesar de varios estudos analisarem polimorfismos no gene THBS1 em algumas
condi¢des clinicas, como doencas cardiovasculares (STENINA; TOPOL; PLOW,
2007) e cancer (HONG etal., 2015; LIN et al., 2012), apenas a pesquisa desenvolvida
por Jacob et al. (2017) investigou SNPs neste gene a fim de avaliad-lo quanto a possivel
modulacdo na AF. Neste, encontraram associacao de dois polimorfismos no gene
THBS1 (rs1478604 e rs1478605) com hipertensdo arterial pulmonar estimada pela
velocidade da regurgitacao tricispide em pacientes com anemia falciforme.

Dessa forma, nds hipotetizamos que variacdes genéticas no gene THBS1 podem
contribuir com a marcada variacao fenotipica observada nos pacientes com AF. Neste
sentindo, duas variantes genéticas no gene THBS1 foram investigadas no presente
estudo: THBS1*711 A>C (rs17633107) e THBS1 -296A>G (rs1478605).

O polimorfismo rs17633107 (A>C) localiza-se na regidao 3’ UTR do gene THBS1
e apresenta-se como um TagSNP, estando em alto desequilibrio de ligacdo com
outros sete SNPs: rs1051442, rs41315060, rs17632916, rs954152, rs2228263,
rs146948724 e rs45461294. Dentre estes, apenas trés (rs1051442, rs41315060,
rs954152) estao localizados na regiao 3' UTR do mesmo gene, um € variante sinbnima
(rs2228263) e os demais SNPs estdo em regides intrdnicas. Funcionalmente, o

polimorfismo rs17633107 tem sido descrito como sitio de ligacdo para micro-RNAs,
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podendo ter consequéncias na expressdo génica. O banco de dados miIRASNP
(http://mirdsnp.ccr.buffalo.edu/index.php), traz duas possibilidades de miRNA que

podem se ligar na posicdo do SNP (miR-1 e miR-98). Em relacéo ao
polimorfismo rs1478605 (A>G), localizado na posi¢cado -296 néo traduzida do gene
THBS1, também é do tipo TagSNP e marca outros cinco SNPs: rs1478604,
rs34034211, rs3830465, rs2664141, rs5812128. Dentre estes, apenas 0 rs1478604
esta localizado na regido 5UTR do mesmo gene, enquanto os demais estdo em
regides intronicas. De acordo com o banco de dados Ensembl, a presenca do alelo G
no SNP rs1478605 confere uma alteracao no sitio de ligacao do fator de transcrigdo
CTCF, podendo, assim, tornar a expressao do transcrito diminuida. Além disto,
analise bioinformética para este mesmo SNP identificou um sitio de ligacédo para o
fator de transcricdo CP2, que também regula o gene da alfa-globina (JACOB et al.,
2017).


http://mirdsnp.ccr.buffalo.edu/index.php
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a possivel associacdo de polimorfismos do gene THBS1 com o
desenvolvimento das principais complica¢gBes clinicas em pacientes com anemia
falciforme acompanhados no servico de hematologia da fundacdo HEMOPE, no

estado de Pernambuco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Descrever os dados clinicos e laboratoriais dos individuos com anemia
falciforme acompanhados na Fundag¢do Hemope, avaliando a frequéncia das
complicacg@es clinicas e os dados laboratoriais dos respectivos individuos;

2- Verificar a possivel associacdo entre os polimorfismos THBS1*711 A>C
(rs17633107) e THBS1 -296A>G (rs1478605) no gene THBS1 e a ocorréncia

das principais complicacdes clinicas em pacientes com AF;
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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. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Central do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN/UFPE), o qual
ofereceu todo suporte necessario para realizacdo dos testes moleculares, contando
com a Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) como
instituicdo coparticipante, onde foram coletadas as amostras e realizadas as anélises
dos prontuérios dos pacientes participantes.

4.2 DEFINICAO DE GRUPOS

A amostra analisada foi constituida de pacientes com AF, ndo relacionados e de
ambos os sexos, acompanhados no Hospital de Hematologia da Fundacdo HEMOPE,
em Recife — PE.

Apos analise de 1008 pacientes com AF por meio dos relatos encontrados em
seus prontuarios, 43 foram excluidos do estudo por apresentarem acompanhamento
ambulatorial irregular e/ou perda de seguimento, de modo que 965 foram
selecionados. Dos prontuarios foram obtidas informacdes sobre o0s respectivos cursos
clinicos e dados laboratoriais, sendo realizada a divisdo dos individuos em trés
grupos, analisados de modo compartimentalizado, de acordo com a ocorréncia das
principais complicages clinicas e dos resultados do exame DTC por faixa etaria.
Todas as complicacdes clinicas registradas adequadamente nos prontudrios, desde o
nascimento até a data da avaliacao final (12/2018), foram computadas. Os pacientes
foram alocados nos seguintes grupos:

a) Grupo I: composto por pacientes com idade de 1 a 24 anos que
desenvolveram AVC, dactilite, sequestro esplénico e que apresentaram 0s
resultados das velocidades do fluxo sanguineo cerebral através do DTC
foram divididos em diferentes subgrupos, a saber:

i. Subgrupo de individuos que desenvolveram AVC: composto por
individuos que apresentaram registro de ressonancia magnética e/ou
tomografia computadorizada mostrando lesdo neurolégica;

ii. Subgrupo de individuos que apresentaram os resultados de DTC séo

alocados nos seguintes agrupamentos: normal (pacientes com média
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da velocidade méxima de fluxo sanguineo < 170 cm/s), condicionante
(pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo entre
170 — 199 cm/s) e alto risco (pacientes com média da velocidade
maxima de fluxo sanguineo = 200 cm/s);

iii. Subgrupo de individuos que desenvolveram doenca cerebrovascular
(DCV): composto por individuos que apresentaram AVC confirmado e
por individuos com elevada faixa de risco para ocorréncia de AVC
determinada pela alta velocidade detectada pelo DTC (= 200 cm/s);

iv. Subgrupo de individuos que desenvolveram sequestro esplénico:
composto por individuos que apresentaram esplenomegalia
acompanhada pela gueda nos niveis basais de hemoglobina e
hiperplasia compensatoria da medula éssea;

v. Subgrupo de individuos que desenvolveram dactilite: composto por
individuos que apresentam edema de méos e pés com dor e/ou calor
local,

b) Grupo Il: Composto por pacientes a partir de 25 anos de idade que
desenvolveram Ulceras de perna, osteonecrose, priapismo e colelitiase
foram divididos em diferentes subgrupos, a saber:

i. Subgrupo de individuos que desenvolveram Ulceras de membros
inferiores: composto por individuos que apresentaram relatos medicos
de desenvolvimento de Ulceras de perna.

ii. Subgrupo de individuos que desenvolveram osteonecrose: composto
por individuos que apresentaram exames de ressonancia magnética
e/ou raio-X mostrando lesédo 0ssea, além de queixas dsseo-articulares
e diagndstico confirmado por ortopedista;

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

iv. Subgrupo de individuos que desenvolveram colelitiase: composto por
individuos que apresentaram registro clinico e laboratorial de calculos
biliares confirmados por ultrassonografia,

c) Grupo Ill: composto por pacientes, sem limites de idade, que

desenvolveram sindrome toracica aguda (STA). Os critérios utilizados
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para a definicdo desse evento clinico foram os seguintes: individuos que
apresentaram radiografia do térax mostrando a presenca de infiltrado
pulmonar. Esta complicacdo clinica foi avaliada nesse grupo por ser
comumente desenvolvida nos pacientes com AF independente da idade.
Além disso, os individuos foram analisados de acordo com o nimero de
crises vaso-oclusivas (CVOs) passiveis de internacao reportadas ao ano

(categorizadas em <3 CVOs/ano, >3 CVOs/ano e >6 CVOs/ano);

4.3 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o
HEMOPE (N° do parecer: 2.551.759) (Anexo A). Apds a aprovacao, este trabalho foi
desenvolvido obedecendo integralmente o0s principios éticos estabelecidos na
resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). A fundacao de Hematologia
de Pernambuco (HEMOPE) foi incluida no presente trabalho como coparticipante, pois
0s pacientes foram obtidos da mesma.

Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta do projeto e
assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE), previamente aprovado pelo CEP.
4.4 COLETA DE MATERIAL

De todos os individuos que se dispuseram a participar da pesquisa, apés
assinatura do TCLE, foram realizadas coletas de amostras de sangue para realizacao
das analises moleculares. A cada convocacao feita por telefone ou durante as
consultas ambulatoriais de rotina, cerca de 4,0 mL de sangue periférico foram
coletados em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetracético
(EDTA) para realizagao dos experimentos.

As amostras coletadas foram conduzidas ao laboratério de Hematologia e
Biologia Molecular do Laboratério Central do Centro de Biociéncias da UFPE, onde

foram processadas para que as analises moleculares pudessem ser realizadas.
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4.5 ANALISE LABORATORIAL

As analises dos dados laboratoriais (hematolégicos, bioquimicos e quantificacéo
de hemoglobinas) foram obtidos a partir 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 ap0s os cinco anos de idade e antes do inicio do tratamento

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

4.6 ANALISES MOLECULARES
4.6.1 Extracao do DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos do sangue
periférico pela técnica de fenol-cloroformio modificada, estabelecida por Davis et al.,
(1986). A pureza do DNA foi avaliada utilizando o equipamento NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA).

4.6.2 Analise molecular dos polimorfismos

A selecdo dos SNPs foi realizada com o auxilio do banco de dados Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html). Os critérios de selecdo foram que os

polimorfismos fossem do tipo TagSNPs, com frequéncia do alelo menor (MAF) igual
ou superior a 10% nas popula¢cdes europeia, africana e amerindia, considerando as
respectivas subpopulacdes CEU, YRI e PUR. Estas populacfes refletem o padrao
miscigenado do pais, baseado no seu processo de colonizacéo.

Foram selecionados para este estudo dois SNPs localizados no gene THBS1,
THBS*711 A>C (rs17633107) e THBS1 -296A>G (rs1478605), presentes nas regioes
3'UTR e 5’UTR, respectivamente. O polimorfismo rs17633107 apresenta um MAF
global de 8% e as frequéncias nas subpopula¢cées CEU, YRI e PUR de 16%, 9% e
10%, respectivamente. No polimorfismo rs1478605 observa-se um MAF global de
42%, sendo dentre as subpopulacdes mais frequente na populacdo YRI (82%),
seguindo de PUR (39%) e CEU (27%).

A genotipagem foi realizada através de PCR em tempo real por discriminacdo
alélica utilizando o sistema TagMan®, que consiste em sondas marcadas com

fluorocromos desenhadas especificamente para serem complementares a cadeia de


http://www.ensembl.org/index.html

40

oligonucleotideos. As sondas utilizadas no estudo foram VIC (yellow) e FAM (green)
e os primers utilizados para pesquisa dos polimorfismos estdo disponiveis para o uso
em pesquisa de carater cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com —
ID: C_3100546 10 e C_33546300_20). Para realizacdo desta técnica, foi utilizado o
aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research, Australia), disponibilizado no
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental — UFPE.

As reagdes foram preparadas em um volume final de 10uL, utilizando 5uL de
Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,25 uL de sonda
Tagman na concentragao de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75 uL de
H2O ultrapura e 1 yL de DNA na concentragdo de 50 ng/uL. A ciclagem para o0s
ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Apos 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 recomendacdes do fabricante (Life Technologies,
California, USA).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por contagem
direta. Para verificar se as frequéncias estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg foi utilizado o teste de distribuigao de x2. O teste x2 ou teste exato de Fisher’s
(quando aplicavel) foi utilizado para comparacbes entre variaveis categoricas,
enguanto 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 complicacdes 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 complicacdes com o teste de Gray utilizado para a comparacgéo 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) e Stata Statistic/Data Analysis versdo 12 (Stata
corporation, EUA).
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5.1 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS COM AF
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Foram incluidos 965 individuos no estudo, dos quais foram analisados seus

prontuarios médicos, cuja mediana de idade foi de 20 anos (01 — 70). Baseados na

ocorréncia das principais complicacdes clinicas, incluindo a identificacdo das

velocidades do fluxo sanguineo cerebral através do DTC, e de acordo com a idade,

como mencionado anteriormente, 572 (59,3%) individuos foram classificados no grupo

| e 393 (40,7 %) individuos foram classificados no grupo II.

Os dados das

caracteristicas laboratoriais de ambos grupos e da amostra populacional geral, que

representa os pacientes alocados no grupo lll, estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com anemia falciforme incluidos no estudo.

Grupo | Grupo Il Grupo Il
f;%r:rc;griis;iigas Mediana Intervalo Mediana Intervalo Mediana Intervalo
(Ff('ioclz collasiyl) 259 164-498 250  15-456 2,54 1,5- 4,98
Hb (g/dL) 7,85 4,2-11,6 7.8 4,9-11,2 7.8 4,2-11,6
Ht (%) 22,9 2,43 - 35,1 23,8 7,4-33,6 23,4 2,43-351
VCM(fL) 88,1  534-1163 950 650-121,7 90,7  53,4-1217
HCM( g/dL) 29,4 19,2 - 38,6 31,6 19,2-409 30,3 19,2 - 40,9
Reticuldcitos (%) 10,0 1,5-32,0 9,7 1,3-27,9 9,9 1,3-32,0
(Lflugﬁ?f)“os 13,8 2,1-48,9 11,5 4,5-32,0 12,6 2,1-48,9
'&"i‘g;ﬁ;""s 435 114 — 981 399 1157 -925 416 114 — 981
BT (mg/dL) 222  0,21-39,0 297 025-37,02 259 0,21 39,0
BI (mg/dL ) 1,79  0,14-11,0 2,26 0,13-36,19 2,0 0,13 - 36,19
LDH (U/L) 827 124 -2756  812,5 1923692 823 124 — 3692

Rbc=Hemécias; Hb=Hemoglobina; Ht=Hematocrito; VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina
corpuscular média; BT=Bilirrubina total; BI= Bilirrubina indireta; LDH= Lactato desidrogenase;

A mediana de idade dos pacientes pertencentes ao grupo | foi de 12 anos, com

intervalo de 01 — 24 anos. Destes, 183 (32,0 %) desenvolveram pelo menos uma das

complicag@es clinicas analisadas (AVC, DCVs, sequestro esplénico, dactilite) e 456

(79,7%) apresentaram o exame DTC determinado. As complicagdes clinicas mais
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frequentes nesse grupo foram dactilite (27,8%) e sequestro esplénico (19,8%),
seguido por DCVs (12,2%) (Tabela 2).

Em relacdo aos resultados da velocidade de fluxo cerebral avaliado pelo DTC,
324 (56,6%) pacientes foram classificados como DTC normal, 90 (15,7%) como DTC
condicionante e 42 (7,3%) como DTC de alto risco. A taxa de ocorréncia de
desenvolvimento de AVC nos referidos grupos foi de 2,4% para pacientes com DTC
normal, 0,9% para pacientes com DTC na faixa condicionante e 2,4% para pacientes
com DTC de alto risco.

Pacientes analisados que nunca realizaram o exame de DTC (54 pacientes), que
apresentaram DTC inadequado (isto €, velocidade de fluxo ndo detectada pelo exame
devido a limitac&o técnica, 24 pacientes) ou inconclusivo (isto €, resultados de DTC

que ndo puderam ser interpretados, 5 pacientes) foram excluidos da analise.

Tabela 2-Caracterizagdo demografica e clinica dos pacientes com AF classificados no grupo |
incluidos no estudo.

n (%)

Caracteristicas dos pacientes classificados no grupo | (n total= 572 )

Sexo
Feminino 274 (47,9%)
Masculino 298 (52,1%)
Idade
Intervalo (anos) 01-24
Mediana (anos) 12
Acidente vascular cerebral 39 (6,8%)
Intervalo de idade (anos) 01-19
Mediana de idade (anos) 06
Doenca cerebrovascular 70 (12,2%)
Intervalo de idade (anos) 02-24
Mediana de idade (anos) 06
Sequestro Esplénico 113 (19,8%)
Intervalo de idade (anos) 0,30-11,28
Mediana de idade (anos) 2,56
Dactilite 159 (27,8%)
Intervalo de idade (anos) 0,02 — 22,95
Mediana de idade (anos) 1,47
Ndmero de complicagBes dentre as 4 avaliadas nesse grupo
0 300 (52,4%)
1 183 (32,0%)

2 ou mais 89 (15,6%)
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Os pacientes classificados no grupo Il apresentaram uma mediana de idade de
35 anos (25 — 70). A frequéncia de pacientes que desenvolveram pelo menos uma
das complicacbes clinicas analisadas foi de 42% (165 pacientes). Dessas
complicag@es clinicas as mais frequentes foram colelitiase (72,3 %) e UMI (33,1 %),
seguidos por osteonecrose (20,1 %) e priapismo (14,2%) (Tabela 3).

Tabela 3- Caracterizacdo demografica e clinica dos individuos AF classificados no grupo Il incluidos
no estudo

n (%)

Caracteristicas dos pacientes classificados no grupo Il
P grup (n total=393)

Sexo
Feminino 210 (53,4%)
Masculino 183 (46,6%)
Idade

Intervalo (anos)
Mediana (anos)

Ulceras de membros inferiores
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)

Osteonecrose
Intervalo de idade (anos)

Mediana de idade (anos)

Priapismo
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)

Colelitiase
Intervalo de idade (anos)

Mediana de idade (anos)

Numero de complicacdes dentre as 4 avaliadas nesse grupo

0
1

2 ou mais

25-70
35
130 (33,1%)
05 — 56
22
79 (20,1%)
04— 51
26
56 (14,2%%)
06 — 51
22
284 (72,3%)
03 — 60
20

59 (15,0%)
165 (42,0%)
169 (43,0%)

*Porcentagem considerando apenas individuos do sexo masculino
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No que diz respeito ao grupo lll, observou-se que 12,5% (121 individuos)
apresentaram relato de STA, complicacdo clinica avaliada nesse grupo por ser

comumente desenvolvida nos pacientes com AF independente da idade (Tabela 4).

Tabela 4- Caracterizacao demogréfica e clinica dos individuos AF classificados no grupo Il incluidos
no estudo.

n (%)

Caracteristicas dos Pacientes Pediatricos e Adultos
(n total=965)

Sexo
Feminino 484 (50,2%)
Masculino 481 (49,8%)
Idade
Intervalo (anos) 25-70
Mediana (anos) 35
Hidroxiuréia 507 (52,5%)
Sindrome toracica aguda 121 (12,5%)
Intervalo de idade (anos) 03 -50
Mediana de idade (anos) 18

5.2 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DO GENE THBS1

Apoés analise dos 965 prontuarios dos individuos incluidos no estudo, as
genotipagens dos polimorfismos THBS1*711 A>C (rs17633107) e THBS1 -296 A>G
(rs1478605), ambos localizados no gene THBS1, foram realizadas em 409 (42,4%) e
899 (93,1%) pacientes, respectivamente. As populacdes apresentaram-se dentro do
equilibrio de Hardy-Weinberg. De acordo com os trés grupos inclusos no estudo, as

frequéncias alélicas e genotipicas podem ser visualizadas na tabela 5.
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Tabela 5- Frequéncias genatipicas e alélicas dos polimorfismos estudados nos grupos de
pacientes com AF incluidos no estudo.

Grupo | Grupo Il Grupo Il
Gene THBS1 Gen6tipos F;i%ﬁené:;a Alelos Frequéncia F;%Ltl’éng;a Alelos Frequéncia F;i%?’éng;a Alelos Frequéncia
SNP- ID b ?n . 0/:)';" alélica (%) ?n . 0/:)‘)3' aIéI?cL::l (%') ?n . 0/(')')3' alélica (%)
AA 68 257 325
(76,4%) A 88,2% (80,3%) A 89,4% (79,5%) A 89,1%
rs17633107
AC 21 58 79
(A>C) (23,6%) (18,1%) (19,3%)
C 11,8% C 10,6% C 10,9%
- ,6% 2%
cC 5 (1,6% 5 (1,2%
AA 100 98 198
(19,4%) A 44.2% (25,5%) A 49,2% (22,0%) A 46,3%
rs1478605 AG 255 182 437
(A>G) (49,5%) G 55,8% (47,4%) G 50,8% (48,6%) G 53, 7%
GG 160 104 264
’ 0 y 0 , (1)
(31,1%) (27,1%) (29,4%)

53 ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS DO GENE THBS1 E
COMPLICACOES CLINICAS DOS PACIENTES COM AF

Para as andlises de associacdo aplicou-se em ambos os polimorfismos os
modelos de herancga genética recessivo, dominante e codominante, avaliando o que
melhor representou a populacao de estudo.

Para o polimorfismo THBS1*711 A>C (rs17633107), independente do modelo
empregado, nao foram encontradas associacfes entre variaveis clinicas e
laboratoriais e a presenca desse SNP em pacientes com AF. Neste caso, € importante
destacar que as andlises foram realizadas apenas nos grupos Il e lll, devido a
frequéncia de individuos com genoétipo homozigoto variante (CC) ter sido baixa no
presente estudo e, portanto, apresentou uma distribuicdo genotipica inadequada que
impossibilitou a aplicacdo do modelo de associacao no grupo |.

Em relacdo ao SNP THBS1 -296A>G (rs1478605), ao aplicar o modelo de
associacao recessivo, que assume a analise do gendtipo homozigoto recessivo (GG)
versus 0s genotipos heterozigoto (AG) e homozigoto selvagem (AA), observou-se no
grupo | que, dentre as variaveis clinicas estudadas, os individuos portadores do
genatipo variante (GG) apresentaram menor frequéncia de desenvolvimento de AVC
(p=0,011; OR: 0,30; IC 95%:0,11 — 0,78). Em relacdo as variaveis laboratoriais, 0s

individuos homozigotos variantes (GG) apresentaram menores concentracdes de
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bilirrubina total e indireta (p=0,038 e p=0,045, respectivamente) e maiores niveis de

hemoglobina (p=0,023), quando comparados aos individuos que possuem 0s outros

genatipos. Os resultados de analise do modelo recessivo frente as variaveis clinicas

e laboratoriais dos individuos desse grupo sao encontrados na tabela 6.

Tabela 6- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos individuos do

grupo | incluidos no estudo.

Heterozigoto

Ndumero de o
individuos Homozigoto .
Caracteristicas variante (GG) hom02|go'|[o IC%RO/ p-valor
N ou n (%) ancestra ( 5%)
Mediana (AG+AA)
n (%)
Sexo
Feminino 249 71(44,4%) 178 (50,1%) 1(ref).1,26
S 0,253
Masculino 266 89 (55,6%) 177 (49,9%) (0,86 -1,83)
RBC (x10*?células/p)
(mediana) 2,59 2,55 2,61 0,887
Intervalo 1,64 — 4,98 1,86 — 3,95 1,64 — 4,98
Hb (g/dL) 7,8 7,9 7,7 0,023*
Intervalo 42-11,6 4,2 -10,7 48-11,6
Ht (%) 22,9 23,45 22,65 0,099
Intervalo 14,7 - 35,1 15,1 -32,7 14,7 - 35,1
VCM (fL) mediana 88,1 88,3 88,0 0,567
Intervalo 53,4 -116,3 61,8 -116,3 53,4 -114,2
HCM (g/dL) mediana 29,4 29,6 29,3 0,209
Intervalo 19,8 - 38,6 20,0 - 38,6 19,8 - 36,5
Contagem de
Reticuldcitos (%), 10,0 9,65 10,25 0,417
mediana
Mediana 15-32,0 15-26,7 1,5-32,0
Contagem de
Leucdcitos (x109/L), 14,0 13,8 14,1 0,612
mediana
Intervalo 2,1-48,9 5,0-35,2 2,1-48,9
Contagem de
plaquetas 435 456 432,5 0,427
(x10%/L)mediana
Intervalo 114 — 981 131 -973 114 — 981
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Tabela 6- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos individuos do

grupo | incluidos no estudo.

(continuacao)

BT (mg/dL), mediana 2,22 2,06 2,33 0,038*
Intervalo 0,21 -39,0 0,21 -8,29 0,25-39,0
Bl (mg/dL), mediana 1,79 1,68 1,8 0,045*
Intervalo 0,14-11,0 0,14 -7,28 0,17 -11
LDH (U/L), mediana 827 802,5 834 0,394
Intervalo 124 - 2756 272 —-2219 124 — 2756
AVC
Sim 39 5 (3,1%) 34 (9,7%) 1(ref).0,30 0.011*
Nao 473 155 (96,9%) 318 (90,3%) (0,11 -0,78) '
DTC
Normal 299 96 (71,6%) 203 (69,5%) 0901
Condicionante 86 26 (19,4%) 60 (20,5%) '
Alto risco 41 12 (9,0%) 29 (10,0%)
DCVs
Sim 69 16 (13,6%) 53 (19,3%) 0195
Nao 324 102 (86,4%) 222 (80,7%) '
Sequestro Esplénico
Sim 106 32 (20,0%) 74 (21,0%) 1(ref).0,94 0.906
Nao 407 128 (80,0%) 279 (79,0%) (0,59 - 1,50) '
Dactilite
Sim 148 39 (24,4%) 109 (30,9%) 1(ref).0,72 0142
Nao 365 121(75,6%) 244 (69,1%) (0,47 -1,10) '

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

Rbc=Hemacias;

Hb=Hemoglobina; Ht=Hematdcrito; VCM=Volume corpuscular médio;

HCM=Hemoglobina

corpuscular média; BT=Bilirrubina total; Bl= Bilirrubina indireta; LDH= Lactato desidrogenase;

Ao analisar o SNP THBS1 -296A>G (rs1478605) frente ao desenvolvimento de
AVC, observou-se que a frequéncia do alelo selvagem (A) no grupo que desenvolveu
esse desfecho foi de 56,4% e do alelo variante (G) foi de 43,6%. A analise alélica
mostrou que o alelo selvagem A demonstrou associacdo como fator de risco para a
ocorréncia de AVC (p =0,02; OR: 1,70; IC 95%: 1,07 — 2,71).

Com relacdo as andlises de associacdo nos grupos Il e Ill, ndo foram
encontradas associacoes significativas entre o SNP rs1478605 (A>G) e as
complicac@es clinicas avaliadas nesses grupos ao empregar o modelo recessivo de
associacao genética (Material Suplementar).

No grupo | o impacto do polimorfismo THBS1 -296A>G (rs1478605), entre os
individuos GG versus AG e AA, foi avaliado com relacéo ao tempo de desenvolvimento
de AVC. Nessa analise, observou-se que 0s pacientes com o genotipo homozigoto
variante (GG) apresentaram a média de seguimento para o desenvolvimento de AVC

de 23,32 anos (IC95%: 22,74 a 23,90), enquanto oS pacientes com genotipos
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homozigoto selvagem e heterozigoto (AA+AG) apresentaram um segmento médio de
22,09 anos (IC95%: 21,47 a 22,70) (p=0,018) (Figura 8).

0,30
0,25
0,20
@
©
T
-'g 0157
”é ’ AA+AG
3 bty
a j'++j
0,10 e
0,057 GG
R i e e e T e e =
*_,n
+ 4+
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o2 p=0,018
1 1 I 1 1 I
0 5 10 15 20 25

Idade (anos) para desenvolvimento de AVC

Figura 8- Probabilidade de desenvolvimento de acidente vascular cerebral (AVC) empregando o
modelo recessivo de andlise genética para o polimorfismo rs1478605 (A>G) nos pacientes com AF
classificados no grupo |I.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi demonstrado que o polimorfismo THBS1 -296A>G
(rs1478605), um TagSNP localizado na 5’UTR do gene THBS1, est4 associado com
o desenvolvimento de AVC em pacientes com AF, de modo que foi verificado que o
gendtipo GG atua como fator de protecdo contra esse desfecho, enquanto o alelo A
demonstrou associacdo com o risco de desenvolver AVC. Além disto, este estudo
mostrou que os individuos com os genotipos heterozigotos e homozigoto ancestral
(AA e AG) desenvolvem AVC em um menor intervalo de tempo quando comparados
com os individuos de gendétipo homozigoto variante (GG). Tais associacfes, até onde
se sabe, ndo foram reportadas anteriormente na literatura. No que diz respeito ao
polimorfismo THBS*711 A>C (rs17633107), nao foi observada associagdo com o
desenvolvimento de nenhuma das complicacdes clinicas dos individuos com AF.

Atualmente, a ferramenta prognéstica disponivel para prevencdo primaria de
AVC é o rastreamento com DTC, que reduz significativamente a incidéncia dessa
complicacdo em criancas uma vez que possibilita intervencéo precoce nos individuos
com alteracdes na velocidade do fluxo sanguineo cerebral através de transfusdes
profilaticas (CONNES; VERLHAC; BERNAUDIN, 2013). Entretanto, apesar da terapia
transfusional periédica e ininterrupta ser considerada satisfatoria, ela ndo reduz
completamente novos casos nem a reincidéncia do AVC (ADAMS; BRAMBILLA, 2005;
KWIATKOWSKI et al., 2011; SCOTHORN et al., 2002). Aliado a isso, a especificidade
da técnica do DTC é relativamente baixa, afetando a correta estratificacao do risco de
AVC, e nem sempre esse programa de triagem é aderido em paises em
desenvolvimento(MAZZUCCO et al., 2017).

Nesse contexto, a limitacdo do DTC em identificar todos os portadores de AF
que irdo desenvolver um AVC, associada a dificuldade de comprometimento dos
pacientes com programas crénicos de transfusdo por tempo indeterminado, expde a
necessidade da descoberta de marcadores mais sensiveis e especificos para inferir o
risco do AVC (Flanagan et al., 2011).

Véarios estudos sugerem que alteracdes genéticas podem influenciar o
desenvolvimento do AVC (BELISARIO et al., 2015; DOMINGOS et al., 2014;
FLANAGAN et al., 2011, 2013; SEBASTIANI et al., 2005; SILVA FILHO et al., 2011;
VOETSCH et al., 2007). Entretanto, os resultados da literatura acerca dos fatores de

risco associados ao desenvolvimento dessa complicacao clinica em individuos com
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AF sdo controversos. Um fator de risco genético bem caracterizado € o efeito protetor
da co-heranga com a a-talassemia, porém isso ndo explica toda a contribuicdo
genética para o desenvolvimento desse desfecho (Belisario et al. 2018). Apesar da
etiologia do AVC n&o ser bem compreendida, estudos indicam que os principais
candidatos para a avaliagdo da predisposicdo dessa complicagdo incluem genes
envolvidos na lesao endotelial, inflamacgéo, angiogénese, regulacéo do tbnus vascular
e coagulacdo (Adams et al. 1994; Adams et al. 2003; Driscoll et al. 2003; Connes et
al. 2013).

No presente estudo foi avaliado polimorfismos no gene THBS1, que se torna
promissor na compreensao do quadro fisiopatoldgico da AF devido a TSP1 participar
de diversos processos biologicos, tais como inflamacéo, adesao celular, angiogénese
e biodisponibilidade de 6xido nitrico, que sdo considerados fatores desencadeantes
de eventos patolégicos, como o AVC (Lawler e Lawler 2012). Além do mais, niveis
aumentados de TSP1 plasmatica ja foram evidenciados em individuos com AF
(Conran et al. 2009; Garrido et al. 2017; Adegoke et al. 2018).

O Unico trabalho publicado com os SNPs rs17633107(A>C) e rs1478605 (A>G)
em relacdo a AF foi desenvolvido por Jacob et al. (2017), analisando-os em duas
coortes (teste e validacdo) de individuos com AF provenientes de estudos
multicéntricos oriundos dos Estados Unidos e Reino Unido. Estes autores
demonstraram na coorte teste uma associacéo do rs1478605 (A>G) com protecao a
ocorréncia de alteracdes na pressdo sistdlica da artéria pulmonar estimada pela
ecocardiografia, que € um método preditor de hipertensdo arterial pulmonar nos
pacientes com AF, por outro lado, ndo foi encontrada associac¢do dessa complicacao
para o rs17633107 (A>C). Embora o resultado ndo tenha se repetido na coorte de
validacdo, os autores sugeriram que o SNP rs1478605 (A>G) pode influenciar a
regulacao da transcricdo do gene THBS1 e a expressao da proteina TSP1, visto que
essa variante se localiza préximo ao local de inicio da transcricdo desse gene.
Ademais, ao realizarem analise de bioinformatica para essa variante, identificaram um
sitio de ligacéo para o fator de transcricdo CP2, que é reconhecido pelo seu papel de
regular o gene alfa-globina (JACOB et al., 2017). No presente estudo, a insuficiéncia
de dados ecocardiograficos, com diagnostico de hipertensdo pulmonar, nos
prontuarios dos pacientes com AF impossibilitou analises com relacdo a essa

complicagéo.
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Pelo fato do polimorfismo rs17633107 (A>C) do gene THBS1 estar em alto
desequilibrio de ligacéo (rs1051442, rs41315060, rs17632916, rs954152, rs2228263,
rs146948724 e rs45461294), a ndo associacado encontrada nesta pesquisa indica que
0os SNPs marcados por esse TagSNP também teriam grandes chances de néo
apresentar associagao.

Devido a poucos relatos na literatura analisando o polimorfismo rs1478605
(A>G), foram avaliadas as variantes em alto desequilibrio de ligagdo com ele e
verificou-se que apenas o rs1478604 (A>G) esta em uma regido regulatéria (5’'UTR)
do gene THBS1, podendo estar envolvido na regulagéo transcricional do gene THSB1
devido a sua proximidade com o sitio de inicio da transcricdo. Vale ressaltar que no
estudo de Jacob et al. (2017), citado anteriormente, a influéncia do polimorfismo
rs1478604 (A>G) também demonstrou associacdo significativa com hipertenséo
arterial pulmonar em pacientes com AF. Com relacédo a este polimorfismo, a literatura
mostra sua associacdo com complicacbes vasculares e disfuncdo endotelial. A
exemplo disto, no estudo desenvolvido por Della-Morte et al. (2012) foi encontrada
uma associagao significativa do alelo G deste polimorfismo com o aumento do risco
de placa aterosclerética com superficie irregular em individuos dominicanos.

E sabido que os pacientes com AF apresentam um quadro de intensa hemolise
e devido a isso sdo encontrados niveis aumentados de hemoglobina plasmética que
sequestram o Oxido nitrico e, consequentemente, diminui sua disponibilidade,
favorecendo a vasoconstricdo e levando ao desenvolvimento de algumas
complicac@es clinicas, como o0 AVC (STEINBERG, 2008). Esta complicacdo, que na
AF foi mais relacionada ao fendétipo hemolitico, apresenta uma fisiopatologia
multifatorial, de modo que outros mecanismos envolvidos e inter-relacionados na sua
etiologia incluem adesao eritrocitaria, ativacdo endotelial e aumento de mediadores
inflamatorios e adesivos. Outros fatores apontados como moduladores de risco para
o desenvolvimento de AVC sao os baixos niveis de hemoglobina basal, aumento na
contagem de reticuldcitos, comprometimento do débito cardiaco e infec¢des recentes
(BELISARIO et al., 2018; FASANO; MEIER; HULBERT, 2014; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; OHENE-FREMPONG et al., 1998). Diante disso, nossos dados
sugerem gue pacientes com gendtipo homozigoto variante (GG) para o rs1478605
(A>G) desenvolvem menos eventos hemoliticos, onde apresentaram menores niveis

de bilirrubinas e maiores niveis de hemoglobina.
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Nesse contexto, estudos tém demonstrado a desregulacdo da homeostase do
NO mediada pela atividade da TSP1 e, somada a deplecédo que ja ocorre devido a
hemolise crbnica, a atividade desse vasodilatador pode ser amplamente
comprometida, aumentando a susceptibilidade do desenvolvimento de AVC nos
individuos com AF. Além disso, a TSP1 também desempenha um papel na adeséo
celular, favorecendo a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos que séo igualmente
determinantes para a ocorréncia de AVC (ISENBERG et al., 2009; ROGERS et al.,
2014).

Dessa forma, acredita-se que o polimorfismo rs1478605 (A>G) pode
comprometer os niveis de expressao de TSP1 visto que a alteracdo do alelo A faz
com que a ligacao ao fator de transcricdo CTCF seja perdida e, assim, uma possivel
explicacdo para a associagcdo encontrada no presente estudo € que os individuos
heterozigotos e homozigotos selvagem (AG e AA) apresentem niveis mais elevados
de TSP1. Porém, sdo necessarios estudos funcionais que mostrem que o produto do
gene THBS1 ndo estd em quantidade e/ou funcdo adequada em pacientes com a
clinica mais grave. Entretanto, para a realizacdo dessas andlises, € necessario
desenvolver um trabalho prospectivo, visto que os pacientes com AF sofrem inUmeras
intervencdes clinicas apds o desenvolvimento do AVC, como o uso de hidroxiuréia e

transfusdes cronicas, para evitar um novo evento clinico.
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7 CONCLUSOES

e O polimorfismo THBS1*711 A>C (rs17633107) ndo se mostrou associado com
o desenvolvimento das principais complicacdes clinicas dos pacientes com AF
na amostra populacional estudada;

e O gendtipo GG do polimorfismo THBS1 -296A>G (rs1478605) demonstrou
associacdo com protecao para a ocorréncia de AVC em nossa populacdo de
pacientes com AF;

e O alelo A do polimorfismo THBS1 -296A>G (rs1478605) mostrou-se como fator
de risco para a ocorréncia de AVC em nossa populacdo de pacientes com AF;

e Pacientes com genotipos heterozigoto e homozigoto selvagem (AG e AA) para
o polimorfismo THBS1 -296A>G (rs1478605) desenvolvem AVC em um menor
intervalo de tempo quando comparados aos individuos GG na populacdo em

estudo.
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Tabela suplementar 1- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos

individuos do grupo Il incluidos no estudo

NUumero de

Heterozigoto e

individuos Homozigoto homozigoto OR
Caracteristicas N ou variante (GG) ancestral (IC 95%) p-valor
: n (%) (AG+AA) 0
Mediana
n (%)
Sexo
Feminino 206 54 (52,0%) 152 (54,3%) 1(ref). 1,10 0730
Masculino 178 50 (48,0%) 128 (45,7%) (0,70-1,72) '
12~ A
RBC (x10“células/y) 250 2.42 251 0,434
(mediana)
Intervalo 1,50 — 4,56 1,7-4,43 1,50 — 4,56
Hb (g/dL) 7,8 7,8 7.8 0,362
Intervalo 49-11,2 49-11,2 4,9-10,8
Ht (%) 23,75 23,6 23,9 0,145
Intervalo 7,4-33,6 7,4-32,3 8,1-33,6
VCM (fL) mediana 95,0 94,7 95,0 0,852
Intervalo 65,0-121,7 66,8 —121,7 65,0-117,4
HCM (g/dL) mediana 31,6 31,7 31,6 0,851
Intervalo 19,2 -40,9 20,4 - 40,9 19,2-394
Contagem de
Reticulécitos (%), 9,7 9,6 9,7 0,331
mediana
Mediana 1,3-27,9 2,6-279 1,3-27,0
Contagem de
Leucocitos (x108/L), 11,5 11,9 11,3 0,805
mediana
Intervalo 45-32,0 51-21,6 4,5-32,0
Contagem de
plaguetas 401 407 399 0,545
(x10%/L)mediana
Intervalo 115,7 — 925 143 -775 115,7 - 925
BT (mg/dL), mediana 2,97 3,18 2,94 0,131
Intervalo 0,25 -37,0 0,68 — 37,02 0,25 - 15,49
Bl (mg/dL), mediana 2,27 2,56 2,22 0,354
Intervalo 0,13-36,1 0,42 — 36,19 0,13-14,94
LDH (U/L), mediana 818 807,5 829 0,544
Intervalo 192 — 3692 219 -2189 192 — 3692
UMl
Sim 127 37 (35,6%) 90 (32,1%) 1(ref). 1,16
Nao 257 67 (64,4%) 190 (67,9%) (0,72-1,87) 0,543
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Tabela suplementar 1- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos

individuos do grupo Il incluidos no estudo

Osteonecrose
Sim 76
Nao 301
Priapismo
Sim 55
Nao 123
Colelitiase
Sim 277
Nao 107

15 (14,9%)
86 (85,1%)

18 (36,0%)
32 (64,0%)

76 (73,0%)
28 (27,0%)

(continuacao)

61 (22,1%) 1(ref). 0,61 o, ,-
215 (77,9%) (0,33 -—1,14) :
37 (29,0%) 1(ref). 1,38 o)
91 (71,0%) (0,69 — 2,76) :
201 (71,8%

( ) 1(ref). 1,06 ) goq

79 (28,2%) (0,64 — 1,76)

Rbc=Hemacias; Hb=Hemoglobina; Ht=Hematdcrito;

VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina

corpuscular média; BT=Bilirrubina total; Bl= Bilirrubina indireta; LDH= Lactato desidrogenase;
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Tabela Suplementar 2- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos
individuos do grupo Il incluidos no estudo.

NGmero de Heterozigoto

individuos Homozigoto homoezigoto OR
Caracteristicas Nou varlarlln;[;))(GG) ancestral (IC 95%) p-valor
Mediana (AGHAA)
n (%)
Sexo
Feminino 455 125 (47,3%) 330 (52,0%) 1(ref). 1,20 0214
Masculino 444 139 (52,7%) 305 (48,0%) (0,90 - 1,60) '
12~ A
RBC (xlO células/p) 254 252 256 0729
(mediana)
Intervalo 1,5-4,98 1,7-4,43 15-4,98
Hb (g/dL) 7.8 7.9 7.8 0,270
Intervalo 4,2-11,6 42-11,2 48-11,6
Ht (%) 23,4 23,5 23,3 0,929
Intervalo 7,4-35,1 7,4-32,7 8,1-35,1
VCM (fL) mediana 90,8 90,0 91 0,853
Intervalo 53,4-121,7 61,8 -121,7 53,4-117,4
HCM (g/dL) mediana 30,3 30,2 30,4 0,655
Intervalo 19,2 -40,9 20,0 — 40,9 19,2-39,4
Contagem de
Reticuldcitos (%), 9,9 9,6 9,9 0,921
mediana
Mediana 1,3-32,0 1,5-27,9 1,3-32
Contagem de
Leucdcitos (x108/L), 12,6 12,8 12,5 0,932
mediana
Intervalo 2,1-48,9 5,0-35,2 2,1-48,9
Contagem de
plaguetas 416 428,5 415,5 0,271
(x10%/L)mediana
Intervalo 114 - 981 131 -973 114 - 981
BT (mg/dL), mediana 2,6 2,61 2,6 0,503
Intervalo 0,21 -39,0 0,21 - 37,02 0,25 -39
Bl (mg/dL), mediana 2,0 1,99 2,0 0,297
Intervalo 0,13-36,1 0,14 - 36,19 0,13 -14,94
LDH (U/L), mediana 826 805,5 831 0,341
Intervalo 124 — 3692 219 -2219 124 — 3692
Numero médio de
CVOs/ano
<3 455 122 (47,1%) 333 (53,4%)
>3 295 92 (35,5%) 203 (32,6%) 0,19
>6 132 45 (17,4%) 87 (14,0%)
STA
Sim 118 33 (12,6%) 85 (13,5%) 1(ref). 0,92 0746
Nao 774 229 (87,4%) 545 (86,5%) (0,60 —-1,42) '
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Tabela Suplementar 2- Modelo recessivo de heranca genética do polimorfismo rs1478605 (A>G) nos
individuos do grupo Il incluidos no estudo
(Continuagéo)
Hidroxiuréia
Sim 491 146 (55,3%) 345 (54,7%) 1(ref). 1,02 0883
Nao 404 118 (44,7%) 286 (45,3%) (0,76 — 1,36) '

Rbc=Hemacias; Hb=Hemoglobina; Ht=Hematoécrito; VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina
corpuscular média; BT=Bilirrubina total; Bl= Bilirrubina indireta; LDH= Lactato desidrogenase;
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1. Universidade Estadual da Paraiba - UEPB
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Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Aluna Extensionista Voluntaria do Projeto de Extens&o intitulado "GENETICA VAI A ESCOLA: GENETICA NO
CONTEXTO ESCOLAR PARA ALUNOS DE ENSINO MEDIO" sob coordenagdo da
Professora Doutora Simone Silva dos Santos Lopes.

2013 - 2014 Vinculo: Estagiario, Enquadramento funcional: Estagiario voluntario,
Carga horaria: 12, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Estagiaria Voluntaria do Projeto Intitulado "RASTREAMENTO DE MUTAGCOES NOS GENES: RECEPTOR DE
TSH (TSHR) E FATOR DE TRANSCRICAO PAX8 EM PACIENTES COM
HIPOTIREOIDISMO CONGENITO DO ESTADO DA PARAIBA" sob orientagdo da
Professora Doutora Simone Silva dos Santos Lopes.

2013 - 2014 Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Monitoria em Bioquimica

Fundamental, Carga horaria: 12, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Sob orientagdo do professor Dr° Siméo Lindoso de Souza

2. Universidade Federal de Campina Grande - UFCG

Vinculo institucional

2016 - 2016 Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Parque Tecnoldgico da Paraiba-
PacTcPB, Carga horaria: 20, Regime: Parcial
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2014 - 2014 Vinculo: Colaborador, Enquadramento funcional: Professora de Biologia,

Carga horaria: 80, Regime: Integral
Outras informagdes:

Professora Voluntaria da Disciplina de Biologia no Projeto de Extensdo intitulado "PRE-VESTIBULAR
SOLIDARIO" sob coordenagdo do Professor Paulo de Andrade Medeiros, com vinculo
ao Programa de Bolsa de Extensdo- PROBEX/UFCG

2013 - 2013 Vinculo: Colaborador, Enquadramento funcional: Professora de
Biologia, Carga horaria: 80, Regime: Integral
Outras informagdes:

Professora Voluntaria da Disciplina de Biologia no Projeto de Extens&o intitulado "PRE-VESTIBULAR
SOLIDARIO" sob coordenacédo do Professor Paulo de Andrade Medeiros, com vinculo
ao Programa de Bolsa de Extensdo- PROBEX/UFCG

3. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2017 - Atual Vinculo: Bolsista, Enquadramento funcional: Mestranda em Genética,
Regime: Dedicacao exclusiva

Projetos
Projetos de pesquisa

2014 — 2014 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IV-A PRESENCA DE UM "HOTSPOT" NA PARAIBA:
ANALISE HAPLOTIPICA E DE ANCESTRALIDADE

Descrigdo: As mucopolissacaridoses (MPS) sdo doencas de depésito lisossdmico (DL),
caracterizadas pelo acumulo intralisossémico de glicosaminoglicanos (GAGSs), secundario a deficiéncia
na atividade de uma enzima envolvida na degrada¢édo dessas moléculas. A sindrome de Morquio, ou
Mucopolissacaridose IV (MPS V) é caracterizada por baixa estatura, doenca 0ssea grave e inteligéncia
normal. No entanto apresenta um amplo espectro de gravidade das manifestacdes clinicas associadas.
O gene GALNS possui 50kb com 14 exons e 13 introns, e foi mapeado na regido 16g24.3, e 0 cDNA
contém 1566 nucleotideos que codifica um glicopeptideo com 522 aminoacidos. O Brasil é conhecido
como uma nagdo altamente diversa em etnias, resultante de cinco séculos de intensa miscigenacgéo
entre europeus (0s colonizadores), africanos (os escravos) e amerindios (os habitantes nativos do
Brasil). Com intuito de responder questdes sobre a presenca de hapl6tipos de origem comum e
ancestralidades dos pacientes com MPS IV-A do estado, ja que a Paraiba possui 28% dos pacientes
com MPS IVA do Brasil. A pesquisa realizou a analise molecular dos pacientes com
mucopolissacaridose IV-A da Paraiba paraidentificar a ancestralidade dos pacientes para verificar a
origem populacional, o haplétipo fundador e o processo de distribuicdo da doenca.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (4); Doutorado (3);

Integrantes: Jessica Maria Florencio de Oliveira; Simone Silva dos Santos Lopes
(Responsével); Micaela de Melo Cordeiro Eulalio; Mayla Aracelli Araujo Dantas; Eliene

de Franca Silva; Paula Frassinetti Vasconcelos de Medeiros; Roberto Giugliani.

2013 - 2014 RASTREAMENTO DE MUTACOES NOS GENES: RECEPTOR DE TSH (TSHR) E
FATOR DE TRANSCRICAO PAX8 EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO

CONGENITO DO ESTADO DA PARAIBA
Descricdo: O Hipotireoidismo Congénito (HC) pode ser determinado como uma desorganizacao
enddcrina, caracterizado pelos niveis reduzidos ou auséncia de hormonios tireoidianos presentes no
nascimento, resultando numa deplecdo dos processos metabodlicos e dificultando o
neurodesenvolvimento. O gene do TSHR ou tireotrofina, localizado no cromossomo 14qg31 é
prejudicado em suas fungdes como na intermediacao das agdes do TSH no crescimento, no metabdlico
e fungBes celulares, com intuito terminal de sintese e secre¢cdo hormonal (PERONE et al., 2004). A
presente pesquisa compreende a realizacao da genotipagem e identificacdo de polimorfismos através
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do microssatélite D14S616 presente no receptor do TSH em pacientes com hipotireoidismo congénito
do Estado da Paraiba, cujo objetivo é analisar as freqiiéncias alélicas do microssatélite D14S616
localizados no gene do receptor do TSH nos pacientes com Hipotireoidismo Congénito tratados no
Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC/UFCG) no estado da Paraiba e entdo comparar o padrao
e a frequéncia dos alelos encontrados na populacéo paraibana com os da populacédo brasileira .
Situacéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Jessica Maria Florencio de Oliveira; Simone Silva dos Santos Lopes

(Responsavel); Anna Brazilina da Costa; Yanne de Oliveira; José Hugo do Régo Silva.
Projeto de extenséo

2014 - 2015 GENETICA VAl A ESCOLA: GENETICA NO CONTEXTO ESCOLAR PARA
ALUNOS DE ENSINO MEDIO

Descri¢do: O ensino da biologia com enfoque na genética no ensino médio tem sido a causa de
debates em instituicBes escolares, devido a necessidade de uma melhor preparacéo do docente para
trabalhar conceitos em constante processo de evolucao tratados na genética. Ha necessidade do uso
de metodologias mais eficazes e materiais precisos que permita a vivéncia do aluno com os temas mais
atuais. Os livros didaticos, a estrutura escolar, assim como os docentes muitas vezes ndo estédo
plenamente preparados para trabalhar com genética na sala de aula, os docentes dentro da sala de
aula ndo associam os conteldos ministrados com a realidade na qual estdo inseridos. Devido a
necessidade que a escola exponha de maneira mais consolidada a visdo essencial da genética
associando-a com os fatos vivenciados pelos alunos, para que sejam transmitidos os principios tedricos
basicos que exponham melhor a importadncia da genética. O presente projeto tem como objetivo
repassar para professores e alunos do ensino médio de uma escola publica de Campina Grande,
conceitos béasicos atualizados de genética de forma préatico-didatica através de vivéncias e
contextualizacao realizadas em oficinas ministradas nas escolas

Situacdo: Concluido Natureza: Projeto de extensao

Alunos envolvidos: Graduacéo (7); Doutorado (1);
Integrantes: Jessica Maria Florencio de Oliveira; Simone Silva dos Santos Lopes
(Responsavel); Anna Brazilina da Costa; José Hugo do Régo Silva; Denise de
Queiroga Nascimento; Geilza Carla de Lima Silva; Josefa Andreza Cantalice Barros;

Mayara Gomes da Silva

2014 - 2015 CONFECGAO DE MATERIAL DIDATICO PARA AULA PRATICA DE GENETICA
NO ENSINO MEDIO

Descrigdo: As informacdes advindas das mais recentes descobertas cientificas, especialmente
nas areas da Biologia Molecular e Genética, vém crescendo de maneira progressiva do meio
académico para o publico em geral, facilitado por meio de revistas especializadas, bem como os meios
de comunicagéo de massa. No entanto, pesquisas revelam que a maioria dos estudantes do ensino
meédio e fundamental ainda apresentam uma ideia vaga e sincrética sobre questdes simples da biologia.
Em face dessa realidade, surge a necessidade de pesquisas em escolas que almejem trazer aos alunos
os fins didaticos que os completem e que os facilitem na busca de um bom desempenho. Esse trabalho
tem como objetivo confeccionar material didatico para aulas praticas de genética em conjunto com
professores de Biologia da rede publica de ensino. O projeto seré realizado no E.E.E.F.M. Francisco
Ernesto Do Régo (O Ernestdo), pertencentes ao municipio de Queimadas, Paraiba, bem como no
Laboratério de Genética e Biologia Molecular do departamento de Biologia da UEPB. Serédo realizadas
reunides de planejamento e oficinas mensais de ensino didatico em confeccao de material de aula
pratica em genética, bem como o acompanhamento da utilizacdo do mesmo. Através do presente
estudo, espera-se suplementar a didatica dos discentes do ensino médio de maneira a aumentar o
rendimento dos alunos pertencentes a rede publica

Situacéo: Concluido Natureza: Projeto de extenséo

Alunos envolvidos: Graduacéao (7); Doutorado (2);
Integrantes: Jessica Maria Florencio de Oliveira (Responsavel); Simone Silva dos Santos Lopes; Anna
Brazilina da Costa; José Hugo do Régo Silva; Denise de Queiroga Nascimento; Josefa Andreza
Cantalice Barros; Mayara Jesuino Farias; Walclécio Morais Lira; Nathalya Carvalho Farias
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2013 - 2014 PRE-VESTIBULAR

Descri¢cdo: O PVS é um programa vinculado a Pré-Reitora de Pesquisa e Extensdo da UFCG
criado em 2000 com objetivo de contribuir para a construcao de politicas sociais afirmativas viabilizando
a ampliacdo das condi¢des de acesso e permanéncia de jovens e adultos de baixa renda na educagéo
superior, especialmente de afro-descendentes e indigenas. Nesta perspectiva o PVS visa: Possibilitar
ao publico beneficiado a preparacao cientifica e a capacidade de utilizar as diferentes tecnologias
relativas as areas de Linguagens e Codigos, Ciéncias da Natureza e Matematica e Ciéncias Humanas,
corrigindo distor¢des do ensino publico; Instigar nos participantes o desenvolvimento da capacidade de
aprender, criar e formular conhecimentos, de maneira a desenvolver valores e competéncias que se
coadunem com as exigéncias da sociedade contemporéanea; Desenvolver o aprimoramento do aluno
como pessoa humana, incluindo a formacao ética e a autonomia intelectual, de modo a permitir que
este continue aprendendo, de forma autdbnoma e critica, em niveis mais complexos de estudos;
Oferecer a preparacéo e as orientacdes basicas para a integracéo do aluno ao mundo do trabalho, com
competéncias que garantam seu aprimoramento profissional e permitam acompanhar as mudancas
que caracterizam a produc¢édo no nosso tempo; Contribuir para a ampliacdo da capacidade dos alunos
de compreender criticamente as causas histéricas que limitam o acesso a escola, aos beneficios e as
decisfes da sociedade em que vivem.

Situacgdo: Concluido Natureza: Projeto de extensdo

Alunos envolvidos: Graduacéo (4);

Integrantes: Jessica Maria Florencio de Oliveira (Responsavel); ; Denise de
Queiroga Nascimento; Geilza Carla de Lima Silva; Mayara Gomes da Silva; Fabio

Alves Gomes

Producéo

Producéao bibliografica
Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. OLIVEIRA, J. M. F.; FRANCO-ALVES, AE; DANTAS, M. A. A. ALUNOS COM DEFICIENCIA NA
REDE REGULAR DE ENSINO: INCLUSAO OU INTEGRACAO? In: Il Congresso Internacional de
Educacéo Inclusiva e 1l Jornada Chilena Brasileira de Educacéo Inclusiva, 2016, Campina Grande.
CINTEDI., 2016.

2. FRANCO-ALVES, AE; OLIVEIRA, J. M. F.; DANTAS, M. A. A. O ENSINO DE BIOLOGIA PARA
DEFICIENTES VISUAIS DO INSTITUTO DOS CEGOS DE CAMPINA GRANDE: EXPLICANDO
EMBRIOLOGIA HUMANA COM A VOZ, ARGILA E AS MAOS In: Il Congresso Internacional de
Educacéo Inclusiva e Il Jornada Chilena Brasileira de Educac¢éo Inclusiva, 2016, Campina Grande.
CINTENDI., 2016.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BATISTA, JVGF; OLIVEIRA, J. M. F.; ARAUJO, AS; ARAUJO, ARL; BEZERRA, MAC. Andlise da
associacdo do polimorfismo KL rs9536314 com complicacdes clinicas da anemia falciforme. In: VI
JORNADA DE POS-GRADUAGCAO EM GENETICA, 2018

Genética Humana., 2018.

2. SOUZA, MBS; MARTINS, DAP; SOBREIRA, MJVC; BATISTA, THC; RAMOS, CMA; XAVIER, AL;
OLIVEIRA, J. M. F.; ARAUJO, AS; ARAUJO, ARL; BEZERRA, MAC. Avaliacdo de polimorfismos no
gene VDR na susceptibilidade ao desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com anemia
falciforme. In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2017, Curitiba.
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular., 2017.

3. BATISTA, JVGF; MARTINS, DAP; DOMINGOS, IF; FALCAO, DA; OLIVEIRA, J. M. F.; XAVIER, AL;
ANJOS, AC; ARAUJO, AS; ARAUJO, ARL; BEZERRA, MAC. Expresséo diferencial de KLOTO em
individuos com e sem anemia falciforme. In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
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Terapia Celular, 2017, Curitiba.
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular., 2017.

4. BATISTA, THC; SANTANA, RM; ARCANJO, GS; SANTOS, GM; OLIVEIRA, J. M. F.; MARTINS,
DAP; ARAUJO, AS; ANJOS, AC; PERES, JC; ARAUJO, ARL; BEZERRA, MAC. Associagdo da
Hemoglobina S com a Hemoglobina N-Baltimore In: XXI Encontro de Genética do Nordeste, 2016,
Recife.

ENGENE., 2016.

5. XAVIER, AL; BATISTA, THC; SANTANA, RM; PACHECO, MFT; ARCANJO, GS; SANTOS, GM;
OLIVEIRA, J. M. F.; ARAUJO, AS; ARAUJO, ARL; MARTINS, DAP; BEZERRA, MAC. Inheritance of
the Bantu/Bantu haplotype causes more severe hemolysis and inflammatory response in children with
sickle cell anemia diagnosed through the newborn screening program. In: XXI Encontro de Genética do
Nordeste, 2016, Recife.

ENGENE., 2016.

6. SA, AKLBCE; ANDREZA, RS; ARCANJO, GS; BATISTA, THC; OLIVEIRA, J. M. F.; MARTINS, DAP;
RIBEIRO, MF; ARAUJO, AS; ARAUJO, ARL; BEZERRA, MAC. Investigagcdo de hemoglobinas
variantes e talassemias em populacdo quilombola de conceicéo das criolas, Salgueiro- Pernambuco,
Brasil In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2016, Florianépolis.
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular., 2016.

7. SILVA, SL; LIMA, MDBPLV; FERREIRA, AMMS; COSTA, IM; ARCANJO, GS; OLIVEIRA, J. M. F;
BEZERRA, MF; BEZERRA, MAC; ARAUJO, ARL; HATZLHOFER, BLD. Perfil Clinico e Laboratorial da
hemofilia A em Pernambuco In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular,
2016, Floriandpolis.

Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular., 2016.

8. FARIAS, N. C.; DANTAS, M. A. A;; OLIVEIRA, J. M. F.; SILVA, E. F.; EULALIO, M. M. C;
NASCIMENTO, D. Q.; BALBINO, VQ; LOPES, S. S. S. There is dutch contribution in the brazilian
northeast: genetics analysis of the Gangarras do Bandeira - PE community. In: 62° CONGRESSO
BRASILEIRO DE GENETICA, 2016, Caxambu.

62° CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA., 2016.

9. OLIVEIRA, J. M. F.; BARROS, J. A. C.; EULALIO, M. M. C.; LOPES, S. S. S. ESTRATEGIA
METODOLOGICA PARA O ENSINO E APRENDIZAGEM DE BIOLOGIA: PRATICA EDUCATIVA COM
A EXTRA(;AO DO DNA DA BANANA In: | ENCONTRO PARAIBANO DE BIOLOGIA, 2015, Campina
Grande.

Ensino de Biologia., 2015.

10. EULALIO, M. M. C.; OLIVEIRA, J. M. F.; COSTA, A. B; NASCIMENTO, D. Q.; SILVA, G. C. L.
BARROS, J. A. C.; LOPES, S. S. S. GENETICA VAI A ESCOLA: GENETICA MEDICA NO CONTEXTO
ESCOLAR PARA ALUNOS DE ENSINO MEDIO In: V Congresso Norte-Nordeste de Genética Médica,
2015, Natal.

Ensino em Genética., 2015.

11. BARROS, J. A. C.; OLIVEIRA, J. M. F.; EULALIO, M. M. C.; LOPES, S. S. S. INCLUSAO SOCIAL
DE ALUNOS COM DOENCAS GENETICAS NO AMBITO ESCOLAR In: | ENCONTRO PARAIBANO
DE BIOLOGIA, 2015, Campina Grande.

Ensino de Biologia., 2015.

12. EULALIO, M. M. C.; OLIVEIRA, J. M. F.; BARROS, J. A. C; LOPES, S. S. S. O
ACONSELHAMENTO GENETICO E UM CASO DE SAUDE PUBLICA In: | ENCONTRO PARAIBANO
DE BIOLOGIA, 2015, Campina Grande.

Genética., 2015.

13. COSTA, A. B; LOPES, S. S. S.; O, Y.; OLIVEIRA, J. M. F.; REGO-SILVA, J. H.; SOUZA, L. D.;
NASCIMENTO, D. Q.; BARROS, J. A. C.; ROCHA, A. M. ANALISE DE MUTA(}OES NO GENE DA
TIREOGLOBULINA (TG) EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO CONGENITO DA PARAIBA In:
XX Encontro de Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande.
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GHM-Genética Humana e Médica., 2014. v.10. p.10 - 10

14. OLIVEIRA, J. M. F.; O, Y.; REGO-SILVA, J. H.; SOUZA, L. D.; BARROS, J. A. C.; NASCIMENTO,
D. Q.; ROCHA, A. M.; LOPES, S. S. S. ANALISE DO MICROSSATELITE D14S616 LOCALIZADO NO
GENE RECEPTOR DO HORMONIO RECEPTOR DO HORMONIO ESTIMULADOR DA TIREOIDE
(TSHR) EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO CONGENITO DA PARAIBA. In: XX Encontro de
Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande.

GHM-Genética Humana e Médica., 2014. v.10. p.14 - 14

15. REGO-SILVA, J. H.; O, Y.; COSTA, A. B; OLIVEIRA, J. M. F.; ROCHA, A. M.; SOUZA, L. D,;
LOPES, S. S. S. ANALISE DO MICROSSATELITE TGRI29 EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO
CONGENITO DA PARAIBA In: XX Encontro de Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande.
GHM-Genética Humana e Médica., 2014. v.10. p.8 - 8

16. O, Y.; OLIVEIRA, J. M. F.; COSTA, A. B; REGO-SILVA, J. H.; SOUZA, L. D.; BARROS, J. A. C,;
NASCIMENTO, D. Q.; ROCHA, A. M.; LOPES, S. S. S. MICROSSATELITE D14S606 NO GENE
RECEPTOR DO HORMONIO ESTIMULADOR DA TIREOIDE (RTSH) EM PACIENTES COM
HIPOTIREOIDISMO CONGENITO DA PARAIBA: FREQUENCIAS GENICAS E ALELICAS In: XX
Encontro de Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande.

GHM-Genética Humana e Médica., 2014. v.10. p.1 - 1

Producéo técnica
Demais producgdes técnicas

1. OLIVEIRA, J. M. F.; LOPES, S. S. S.; MEDEIROS, P. F. V. Complementacdo da pesquisa de
ancestralidade em pacientes com MPSIVA do HUAC, 2016. (Outra producéo técnica)

Orientacbes e Supervisdes
OrientacOes e supervisoes

Orientagdes e supervisfes concluidas
Orientacado de outra natureza

1. Pollyane Ramos Trajano. Intervencdo da fisioterapia na conscientizacdo de les8es
osteomusculares em praticantes de crossfit. 2018. Orientagdo de outra natureza
(Fisioterapia) - Centro Universitario Uninassau.

Eventos
Participac&o em eventos

1. VIl Jornada de P6s-Graduacdo em Genética, 2018. (Outra)

AVALIACAO DA INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS DO GENE THBS1 NAS COMPLICACOES
CLINICAS DA ANEMIA FALCIFORME.

2. VIl Jornada de Pés-graduacédo em Genética, 2017. (Outra)

VIl Jornada de Pés-graduacdo em Genética.

3.1 Curso de Inverno em Genética Humana, 2016. (Outra)

| Curso de Inverno em Genética Humana.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no (a) I CONGRESSO INTERNACIONAL DE EDUCACAO
INCLUSIVA E Il JORNADA CHILENA BRASILEIRA DE EDUCAQAO INCLUSIVA, 2016. (Congresso)
ALUNOS COM DEFICIENCIA NA REDE REGULAR DE ENSINO: INCLUSAO OU INTEGRACAO?

5. Apresentacao de poster / Painel no (a) | ENCONTRO PARAIBANO DE BIOLOGIA, 2015. (Encontro)
ESTRATEGIA METODOLOGICA PARA O ENSINO E APRENDIZAGEM DE BIOLOGIA: PRATICA
EDUCATIVA COM A EXTRACAO DE DNA.

6. Apresentacdo de péster / Painel no (a) V CONGRESSO NORTE-NORDESTE DE GENETICA
MEDICA, 2015. (Congresso)

GENETICA VAI A ESCOLA: GENETICA MEDICA NO CONTEXTO ESCOLAR PARA ALUNOS DE
ENSINO MEDIO.
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7. XXIl ENCONTRO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UEPB, 2015. (Encontro)
MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IV-A PRESENGCA DE UM "HOTSPOT" NA PARAIBA: ANALISE
HAPLOTIPICA E DE ANCESTRALIDADE.

8. CONGRESSO INTERNACIONAL DE EDUCAGAO E INCLUSAO, 2014. (Congresso)
CONGRESSO INTERNACIONAL DE EDUCACAO E INCLUSAO.

9.1 ENCONTRO PERNAMBUCANO DE GENETICA FORENSE, 2014. (Encontro)

| ENCONTRO PERNAMBUCANO DE GENETICA FORENSE.

10. INTRODUGAO A BIOLOGIA MOLECULAR, 2014. (Outra)

INTRODUGAO A BIOLOGIA MOLECULAR.

Totais de producéao
Produgédo bibliografica

Produgédo bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eVentoOS ...ttt ittt ittt teeeeeeeeeeneeeeeeeeennns 18
Apresentacgdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra) ...ttt ittt nnnnnneeens 1
Apresentacdes de trabalhos (OULra) ..o ittt ittt i ittt ettt ettt et aeeeeeeeeeaneens 1

Produgdo técnica

OULTA PrOAUGEO LACIICA . vt v ettt et e ettt et et e et e e e e e e eeaeeneeeeeeneeaeeenaeenenens 1
Orientagdes

Orientacdo concluida (orientacdo de oUtra NALUTEZA) v v v ittt eennneeeeeeennneeeeeennn 1
Eventos

Participacgdes em eventoS (CONTLESSO) vttt tvenneeeeeeenenneeeeeennnneeseeenenneeess 3
Participacgdes em eventos (SemMINATio) . vt ittt n e et teeeeneeeeeeneeneeeeeeaeeennns 1
Participagdes em eventos (ENCONEIO) vttt ittt ettt tntnneeeeeenneneeeeeennaeeeenn 7
Participacdes em eventosS (OULTa) .t i vt ittt ittt ettt teeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeaneeeenn 4
Organizacdo de eVeNto (CONGIESSO) ettt teenenneeeeeeneenaeeeeeeneaeeeseeenaneeeeeenns 2
0rganizacdo de eVeNnto (OULTO) ittt ittt ittt et ettt teeeeaaeeeeeeeaeeeeeeenaneeeeeenns 1

Participacdo em banca de comissdes julgadoras (OULTaA) ettt i e nneeeteeeneneeeenn 1



