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RESUMO

Evidéncias mostram que complicacoes vasculares exercem papel importante na
fisiopatologia da anemia falciforme (AF). Neste sentido, o gene da anexina A2 (ANXA2)
mostra-se como um alvo molecular promissor na busca de marcadores envolvidos na
heterogeneidade clinica da doenca, devido seu papel na regulagdao do metabolismo ésseo
e controle da proliferacdo celular. No presente trabalho foi realizada a caracterizacao
clinica e molecular de 714 pacientes com AF, levando-se em consideracao dois
polimorfismos de nucleotideo Unico em ANXA2 (ANXAZ2'5681 G>A e IVS-14-1046 C->T)
previamente publicados. Nenhuma associacdo foi observada entre a presenga do
polimorfismo IVS-14-1046 e as variaveis analisadas dos pacientes. Em contrapartida,
21,4% e 46,7% dos pacientes com gendtipo selvagem mais heterozigoto (GG + GA) e
homozigoto mutado (AA), respectivamente, para o polimorfismo ANXAZ2*5681,
desenvolveram osteonecrose (P<0.001) e 53,9% e 58,7% dos pacientes com mesma
combinacdo genotipica apresentaram Uulceras de perna (P=0.04). Avaliando o risco
cumulativo de para o desenvolvimento da osteonecrose e ulcera observamos que o0s
pacientes com genoétipo AA apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de
osteonecrose (88%) que os GG + GA (43%) (P<0.001). Este polimorfismo mostrou-se
independentemente associado com maior taxa de desenvolvimento da osteonecrose
(hazard ratio, HR: 2.36, 1C95%: 1.45-3.85; P<.001), considerando outros moduladores
para osteonecrose como elementos de confundimento, contudo o mesmo néao foi
observado para as Ulceras de perna. Analisando o perfil de expressao de ANXAZ2
evidenciamos uma regulagdo negativa genétipo dependente dos niveis de ANXA2 em
pacientes AF com osteonecrose (P<0.05), em amostras pareadas. Em resumo, nossos
resultados mostram que o polimorfismo ANXA25681 G->A esta independentemente
associado com o desenvolvimento de osteonecrose, mostrando-se como modulador
fenotipico na AF (Hb SS).

Palavras-chave: Ulceras de perna. Osteonecrose. Moduladores genéticos.



ABSTRACT

Evidence shows that vascular complications play na important role in the pathophysiology
of sickle cell anemia (SCA). In this context, ANXA2 gene shows up as a promising
molecular target in the search for markers involved in the clinical heterogeneity of the
disease, due to the role in regulating bone metabolism and control of cell proliferation. In
the present work was carried out clinical and molecular characterization of 714 patients
with SCA, taking into account two single nucleotide polymorphisms in the ANXA2
(ANXA25681 G>A and IVS-14-1046 C->T) previously published. No association was
observed between the presence of 1IVS-14-1046 polymorphism and analyzed features of
patients. In contrast, 21,4% and 46,7% of patients with wild type genotype more
heterozygous (GG + GA) and mutante homozygotes (AA), respectively, for ANXAZ2*5681
polymorphism developed osteonecrosis (P<0.001) and 53,9% more 58,7% of patients with
the same genotype combination showed leg ulcers (P=0.04). Evaluating the cumulative
risk for developing osteonecrosis and leg ulcers observed that patients with AA genotype
had an increased osteonecrosis development rate (88%) than GG + GA (43%) (P<0.001).
This polymorphism was independently associated with higher rate of development of
osteonecrosis (hazard ratio, HR: 2.36; CI95%: 1.45-3.85; P<0.001), whereas other
modulators for osteonecrosis as confounding elements, but the same was not observed for
leg ulcers. Analyzing the expression profile of ANXA2 we show a genotype dependente
negative regulatory of ANXAZ levels in SCA patients with osteonecrosis (P<0.05) in paired
samples. Summary, our results show that the polymorphism ANXA2*5681 G->A is
independently associated with the development of osteonecrosis showing up as
phenotypic modulator of the SCA (SS-genotyped).

Key words: Leg ulcers. Osteonecrosis. Genetic modulators.
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1. INTRODUGAO

O termo doenca falciforme identifica condicdes em que a associacao da
Hemoglobina S (HbS) com outra alteracao de Hb estrutural ou talassémica, levando a um
quadro clinico similar ao da anemia falciforme (AF). Esta é caracterizada pela homozigose
para a HbS (Hb SS), que apresenta uma grande heterogeneidade fenotipica, variando
desde formas clinicas brandas até incapacitantes que cursam com baixas taxas de
sobrevida.

As complicacées clinicas da AF decorrem inicialmente em resposta a falcizagao
intravascular do eritrécito, com consequente hemdlise e desenvolvimento de um processo
inflamatério crénico. Esses fatores levam a oclusdes vasculares e eventos relacionados,
culminando em dor e outras complicacbes que variam quanto a cronicidade com que
acometem os pacientes.

Subjacente a mutagdo pontual que origina a doenca, acredita-se que exista uma
heterogeneidade molecular que distingue os pacientes quanto ao seu desfecho clinico.
Dentre esses fatores, os mais conhecidos sdo a coexisténcia com talassemia alfa (a), os
haplétipos ligado ao cluster da globina BS e a concentragdo da hemoglobina fetal, mas
estes ndo sao suficientes para elucidar as diferentes expressdes fenotipicas observadas
nos pacientes com AF.

Recentemente, diversos fatores de risco emergiram como modificadores genéticos
potenciais do curso clinico da AF, dentre eles, o gene ANXAZ2 torna-se promissor na
compreensao dos fendmenos vasoclusivos, devido ao seu papel no controle da
homeostase do endotélio vascular bem como no metabolismo 6sseo.

O gene ANXAZ codifica a proteina Anexina A2 (Anx2), uma proteina da familia de
proteinas ligadas a fosfolipidios de membrana célcio dependentes, envolvida em vias de

regulacdo do crescimento de diversos tipos celulares e transdugéo de sinal, sobretudo no
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tecido endotelial, regulando o processo de dissolugdo da malha de fibrina intravascular
(fibrindlise), bem como na osteogénese, modulando o balango entre o crescimento e a
reabsorcdo éssea. Assim, individuos com alteragdes em ANXAZ2 podem apresentar uma
predisposicao a complicagdes vasculares decorrentes de eventos trombéticos, sobretudo
na microcirculacao.

Devido a importadncia das complicagdes vasculares na fisiopatologia da AF e
considerando que a patogénese da doenca envolva interacbes complexas entre os
componentes celulares da circulacdo e endotélio vascular, refletindo-se no surgimento
das complicagées clinicas (agudas e crbnicas), é teoricamente possivel que vias de
sinalizacdo ou expressao aberrante de proteinas, como a Anx2, estejam diferencialmente
expressos em pacientes com e sem complicagdes.

Desse modo, a identificacdo de variaveis genéticas pode ajudar a definir
mecanismos fisiopatolégicos criticos ndo evidentes, bem como identificar pacientes com
risco aumentado para essas complicacdes. Sendo assim, estudos de associacdo genética
podem fornecer ferramentas para uma terapéutica mais individualizada, que seja capaz
de contribuir para o controle desses fenbmenos, minimizando o numero de internagoes,
melhorando o suporte clinico a esses individuos, bem como restabelecendo a sua

qualidade de vida.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEMIA FALCIFORME

2.1.1 Prevaléncia

De acordo com dados do Ministério da Saude, a prevaléncia estimada da doenca
falciforme (DF) é de 25.000 a 30.000 casos, com incidéncia de 3.500 novos casos por
ano, ocorrendo predominantemente, entre os povos de origem africana (Soares et al.
2014) (Brasil, 2012). Assim, a homozigose para a HBB*S, a AF é a doencga hereditaria
monogénica mais comum no mundo (Figura 1) e no Brasil (Cancado & Jesus, 2007).
Estima-se que 5-6% da populacéo brasileira seja portadora do alelo 3% e que, a cada ano,

nascem entre 700-1000 criangas portadoras da AF (Lyra et al. 2005).

HbS allele frequency
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Figura 1: Distribuicdo global da frequéncia do alelo 3%, em que se observa o evidente predominio
da distribuicdo na Africa, regido nordeste da América do Sul e Sudeste asiatico (Pleasants,
2014).

No estado de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos vivos possui o traco
falciforme e um em cada 1400 nasce com a doenca falciforme (Soares et al. 2014).

Bandeira e cols.(Bandeira et al. 2008), ao realizar uma triagem em sangue de cordao



24

umbilical em uma amostra com alto percentual de individuos declarados afro-
descendentes, encontraram uma frequéncia de 5,1% do traco falciforme em recém-

nascidos acompanhados em uma maternidade publica no estado de Pernambuco.

2.1.2 Fisiopatologia

A AF, hemoglobinopatia autossémica recessiva, decorre de uma mutagcao pontual
no gene da globina beta (HBB), localizado no cromossomo 11p15.15 (Driss et al. 2009;
Ho & Thein 2000). Assim, a alteragdo molecular decorre de uma substituicdo de base no
sexto codon do gene HBB, resultando na substituicdo do acido glutamico pela valina na 62
posicdo da cadeia polipeptidica (HBB; BS GAG->GTG; glu6val). Essa mutagéo é suficiente
para modificar a sintese da hemoglobina A normal (HbA), para a sintese de uma
hemoglobina anormal, conhecida como hemoglobina S (HbS) (Steinberg & Sebastiani
2012).

Quando desoxigenadas, as moléculas de HbS estabelecem interagbes
intermoleculares hidrofébicas, que irdo promover a sua polimerizagao, resultando em uma
série de alteragbes morfoldégicas e funcionais dos eritrocitos, tornando-os falciformes
(Sonati & Costa 2008). Esta falcizacao altera as propriedades da membrana celular,
reduzindo sua flexibilidade e promovendo maior aderéncia ao endotélio vascular (Zhou et
al. 2011).

A HbS demonstra propriedades bioquimicas peculiares, polimerizando-se quando
desoxigenada. Estudos de cinética da polimerizacdo da HbS demonstraram que a
formacao do polimero é de ordem exponencial em funcao da quantidade de hemoglobina,
demonstrando o papel crucial da concentracao de HbS no fenémeno da falcizagéo (De et

al. 2011)
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A polimerizagdo da HbS esta associada com uma reducéo de agua e ions celulares
(desidratagdo), aumento da densidade do eritrécito, com consequente aceleracdo da
formacao do polimero. Estudos demonstraram que o eritrécito desidratado tem um papel
fundamental nas complicagdes clinicas agudas e cronicas da AF, em que a falcizacéao
intravascular leva a uma vasoclusao, impedindo o fluxo sanguineo (De et al. 2011; Kato et
al. 2007)

As hemacias falcizadas também apresentam uma perda assimétrica de
fosfolipidios de membrana, externando a fosfatidilserina (PS). Acredita-se que a PS tem
um papel significativo na ativacdo da coagulacédo, além de promover a ativacao dos
macréfagos, sinalizando os eritrécitos a entrarem em eriptosis (processo de destruicao
dos eritrécitos por fagocitose), via ligagcdo a Anexina V. Assim, enquanto em individuos
saudaveis sdao encontrados menos do que 1% de eritrécitos senescentes, em pacientes
com AF essa taxa eleva-se para 30-40% (Gayen & Setty 2008; Kennedy 2015; Lang et al.
2012).

A polimerizagdo das moléculas de HbS no interior das hemacias falcizadas
promove-lhes lesdo celular. Em larga escala, eritrécitos danificados promovem efeitos
hemoliticos e vasoclusivos, caracterizando os fenétipos da AF (Steinberg 2008) (Figura
2).

Pacientes com DF, por desenvolverem hemacias falcizadas que apresentam um
tempo de vida mais curto, cursam com um elevado grau de hemolise. Devido a hemdlise
crdnica, estes pacientes apresentam altos niveis de hemoglobina plasmatica que, por sua
vez, sequestram o 6xido nitrico, diminuindo sua disponibilidade, contribuindo também com
o desenvolvimento das complicacées clinicas da doenca (Ngo & Steinberg 2014).

Na AF, a hemdlise ocorre extra vascularmente pelo reconhecimento das heméacias

danificadas por células do sistema reticulo endotelial. Por outro lado, a hemolise também
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ocorre dentro dos vasos, com niveis que atingem até 30% da hemdlise total de um

paciente com AF (Steinberg & Sebastiani 2012).
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Figura 2: Fisiopatologia da anemia falciforme. Mutagdo na 62 posicdo no gene da globina B,
levando a formacdo de uma hemoglobina anémala, a HbS, que sofre polimerizacdo quando
desoxigenada. O polimero de HbS danifica o eritrécito, diminui sua vida util (hemdélise) e aumenta
o consumo de o6xido nitrico. As hemacias falcizadas também contribuem para vasoclusédo
(Steinberg 2008).

Os eventos vasoclusivos na microcirculagdo resultam de um cenario complexo e
parcialmente descrito, que envolve interagdes entre eritrécitos falcizados e outros
componentes do sistema circulatorio (proteinas da coagulacdo, endotélio, leucécitos e
plaquetas) (Conran et al. 2009; Lanaro et al. 2009; Platt 2008)

A ocorréncia de vasoclusdes, principalmente em pequenos vasos, juntamente com
a hemdlise, compde um conjunto de eventos fisiopatolégicos determinantes da grande
maioria dos sinais e sintomas presentes nos pacientes com AF (Ngo & Steinberg 2014).

Além disto, pacientes com DF tém mostrado uma intensa ativacdo da coagulacao
sanguinea, com aumento da atividade plaquetaria e consumo dos inibidores da

coagulacao, caracterizando um estado de hipercoagulabilidade, especialmente durante as
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crises vasoclusivas (Colella et al. 2015). Complicacbes vasculares sao aspectos
importantes no espectro clinico da AF, no entanto existem evidéncias controvérsias sobre
o papel da trombose nesses casos (Nishank et al. 2013). Contudo, no que concerne a
literatura, estudos mostraram que grupos distintos de pacientes com AF apresentam
hipoativacao do sistema fibrinolitico, tendo assim, um risco aumentado para complicacées

tromboembdlicas (Ataga et al. 2012; Lim et al. 2013).

2.1.3 Complicacoes clinicas

Apesar da AF ser causada por uma unica mutacao, esta doenca é caracterizada
pelo surgimento de fenotipos especificos a cada individuo acometido, variando
latitudinalmente em frequéncia e gravidade e longitudinalmente quanto a duracédo (Manci
et al. 2003). No cenario atual, a presenca de critérios diagnosticos especificos e de
estudos clinicos em populagdes representativas de um “cenario de vida real” ainda séao
um grande fator limitante no avanco da ciéncia aplicada (lughetti et al. 2016). Deste modo,
em 2005 o CSCCD (Centro de compreensao sobre a doenca falciforme) do Instituto
Nacional do Coragédo, Pulmao e Sangue (NHLBI) propdés uma nova categorizagdo das
complicagdes clinicas da AF, dividindo-as em 12 categorias, classificadas de acordo com
o sistema e/ou 6rgao acometido, contidas em 3 grandes grupos maiores (Ballas et al.

2012).

Os trés grandes grupos de complicagdes clinicas da AF sdo: 1) Anemia hemolitica
e sequelas; 2) Sindromes de dor e eventos relacionados e 3) Complicacdes que afetam
orgaos maiores e suas sequelas (Ballas et al. 2010); uma visdao sumaria das

complicagdes presentes nestes grupos pode ser encontrada na tabela 1.



Tabela 1. Categorizacao das principais complicagdes clinicas apresentadas pelos pacientes com
doenca falciforme.

Grupo |. Complicagbes hematoldgicas e suas sequelas

Exacerbagédo aguda da anemia
Hiperhemolise
Sequestro esplénico agudo
Crise aplasica

Complicagdes relacionadas com transfusdes

Sindrome de hiperviscosidade
Hemodlise imuno-mediada

Hemossiderose transfusional

Grupo 2. Sindromes de dor da doenca falciforme e complicagdes correlatas

Sindromes de dor
Episodios de vaso-ocluséo
Faléncia aguda de mdltiplos 6rgaos
Sindromes de dor iatrogénica
Neuropatia (Dor neuropatica)

Grupo 3. Complicagdes que afetam 6rgaos maiores

Complicagdes neuroldgicas
Acidente vascular cerebral (AVC) — Isquémico ou hemorragico
Aneurisma
Sindrome Moya-Moya
Infarto cerebral silencioso
Velocidade elevada no Doppler transcraniano (DTC)
Ataque isquémico transitério
Complicagdes oftalmolédgicas
Glaucoma
Retinopatia proliferativa
Deslocamento de retina
Hifema
Complicagbes cardiacas
Cardiomegalia
Cardiomiopatia
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Prolapso de valvula mitral
Hipertensao arterial sistémica
Complicagbes pulmonares
Sindrome toréacica aguda
Hipertensao pulmonar
Complicagbes gastrointestinais/ hepatobiliares
Colecistite
Colelitiase/ Lama biliar
Sequestro hepatico
Colestase intra-hepatica
Hepatite viral
Complicagdes renais/ geniturinarias
Faléncia renal aguda
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Insuficiéncia renal crénica
Hematuria
Priapismo
Sindrome nefrética acompanhada de proteinuria
Pielonefrite
Complicacdes esplénicas
Infarto esplénico agudo
Asplenia funcional
Hiperesplénismo
Sequestro esplénico agudo
Complicagdes musculares/ esqueléticas/ cutaneas
Osteonecrose ou necrose avascular
Dactilite ou Sindrome de méao-pé
Ulceras de perna
Miosite/ Mionecrose/ Fascilite
Osteomielite
Osteopenia/ Osteoporose
Disturbios do crescimento e desenvolvimento
Retardo do crescimento

Complicacdes clinicas presentes nos grupos 1 e 2 sdo habitualmente de cunho
agudo, comprometendo de um modo drastico e fugaz os pacientes com AF, levando os
pacientes acometidos a necessitarem de acompanhamento imediato, devido a sua

elevada taxa de mortalidade (Cajado et al. 2011).

Contudo, a perda da homeostase conduz a eventos crénicos com pronunciado
impacto na qualidade de vida dos pacientes com AF, alguns ocorrendo com maior
frequéncia e mais precocemente durante a vida dos individuos afetados e, outros mais
tardiamente, com evolugdo crbnica (Connes et al. 2014). Assim, dentre as principais
complicagdes clinicas crénicas, que contribuem para a morbidade na doencga, temos:
complicagdes neuroldgicas, dentre elas o acidente vascular cerebral (AVC), sindrome
toracica aguda (STA), priapismo, Ulceras de perna e a osteonecrose (Driss et al. 2009;

Kato et al. 2007; Platt 2008).
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2.1.3.1 Complicag6es cronicas da anemia falciforme

O AVC, é definido como uma sindrome neuroldgica aguda, secundaria a oclusao
de uma artéria ou hemorragia, resultando com isso em isquemia focal acompanhada de
sinais e sintomas neuroldgicos (Belisario et al. 2015). Apresenta-se como a manifestacao
clinica mais grave da AF, sendo responsavel por cerca de 20% da mortalidade entre
adultos e criancas, bem como acarretar graves sequelas aos acometidos (Hoppe et al.
2007; Zhou et al. 2011). O uso da ferramenta diagnéstica do Doppler transcraniano
(DTC), levou a uma reducao significativa na incidéncia de AVC em criangas, por promover
o diagnéstico e intervengdo precoce de individuos com alteragdes no fluxo vascular
cerebral (Adams et al. 1998a). Contudo, mesmo com sua introducao no inicio dos anos
1990, ap6s validacao em estudos seriados, a exemplo do estudo prospectivo multicéntrico
randomizado de fase Ill - o ensaio STOP (Ensaio de prevencao para o AVC na anemia
falciforme), a busca por novos marcadores que auxiliem na predicdo do AVC ainda é de

grande necessidade (Domingos et al. 2014).

Seguida do AVC, a sindrome toracica aguda (STA) representa a segunda causa
mais comum de hospitalizacdo dos pacientes com AF, inferior somente as crises
vasoclusivas comuns (Gladwin et al. 2011). O termo STA reflete a dificuldade em
distinguir as infeccbes pulmonares (comumente a pneumonia viral ou bacteriana) de
outras condi¢cdes que ocorrem na doenca falciforme, como as mudancas inflamatérias
decorrentes da embolia gordurosa ou infarto pulmonar por oclusdo da microvasculatura,
diagnosticado a partir do raio-X de térax evidenciando o expressivo infiltrado pulmonar
(Maitre et al. 2000). Vichinsky e colaboradores (1997) (Vichinsky et al. 1997), em um
estudo cooperativo com 3.751 pacientes com AF nos Estados Unidos, encontraram uma
frequéncia de 12.8 episddios para cada 100 pacientes/ano, sendo a STA considerada

uma das principais causas de morte prematura na AF, totalizando 25% das causas de
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Obito. Isso pode ser explicado pelo processo de alga de retroalimentacao, caracterizado
por uma diminuicao da saturagdo de oxigénio, aumentando a fragdo de HbS polimerizada
com subsequente efeito deletério no fluxo sanguineo e fungdo pulmonar (Castro et al.

1994; Vichinsky et al. 1997).

O priapismo, caracterizado como condicdo patolégica em que ocorre erecao
peniana sem estimulo sexual ou desejo, possui incidénica de 1.5 casos por 100,000
individuos/ano na populacdo em geral (Morrison & Burnett 2011). Dentre os tipos desta
complicagéo, a forma isquémica surge associada a complicagdes devastadoras, incluindo
necrose do tecido erétil e fibrose (Montague et al. 2003). Nos pacientes com DF, a forma
isquémica tem uma prevaléncia de 27,5 - 42% (Montague & Angermeier 2006). Anele e
cols (Anele et al. 2015) sugerem que até 89% dos pacientes com AF do sexo masculino
terdo esta manifestacdo até os 20 anos de idade (embora um grande percentual dos
pacientes nao relate o evento ao corpo clinico), sendo caracterizada como a complicacao

renal/geniturindria mais comum em individuos AF do sexo masculino.

As Ulceras de perna sao as manifestagdes cutaneas/musculoesqueléticas mais
comuns da AF. Diversos trabalhos apontam que até 70% dos pacientes com AF
desenvolverao esta complicacdo até os 30 anos de idade (Delaney et al. 2013). A
fisiopatologia desta complicacdo permanece desconhecida, sendo muitas vezes
refratarias ao tratamento com hidroxiuréia (HU) (Connes et al. 2013). Devido a grande
extensdo que estas lesdes podem adquirir, além da dificil cicatrizacdo e a colonizacéao
delas por micro-organismos que comprometem ainda mais a lesao, esta complicacao traz

consigo importantes consequéncias fisioldgicas e psicossociais (Powars et al. 2005).

Além das complicacbes supracitadas, os pacientes com AF desenvolvem diversas
complicagdes 6sseas, como a osteomielite, osteopenia/osteoporose e a osteonecrose ou

necrose avascular, sendo esta ultima a que mais compromete a qualidade de vida dos
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pacientes acometidos (Picot et al. 2014). Assim, a osteonecrose, caracterizada como um
infarto das superficies articulares com consequente degeneracdo e destruicdo da
cartilagem articular, constitui uma importante causa de morbidade na AF; contudo, sua
patogénese segue desconhecida (Lemonne et al. 2013). Comumente, esta complicacao
apresenta um diagnéstico tardio, quando os pacientes ja apresentam limitacdo na
locomocgéo, restando apenas, como tratamento, o tratamento de analgesia paleativa ou
uma intervengéo cirdrgica que, na maioria dos casos, apresenta resultados insatisfatérios
(Marsh et al. 2015; Milner et al. 1991).

As alteracbes clinicas podem ocorrer na maioria dos pacientes, porém sao
inUumeras as variagcdes no fendtipo na doenca. Assim alguns individuos seguem com
curso clinico mais grave e de alto risco com os primeiros sinais e sintomas ocorrendo logo
apds o nascimento, enquanto outros se tornardo sintomaticos mais tarde ou raramente
apresentarao intercorréncias clinicas que necessitem de hospitalizacao (Sebastiani ef al.
2005). A baixa prevaléncia da doenga falciforme em paises desenvolvidos é um dos
fatores limitantes do progresso no conhecimento a respeito da pesquisa clinica, basica e
translacional (Ballas et al. 2010). Assim, o conhecimento pleno a respeito das
complicagdes clinicas facilitaria no desenho de estudos de associacdo do tipo genétipo-
fendtipo, contribuindo para o entendimento a respeito da fisiopatologia das complicacées
clinicas.

Deste modo, além do principal evento na fisiopatologia da doenca, a polimerizacao
das moléculas de HbS, outros mecanismos fisiol6gicos tém sido importantes fatores na
determinacdo da frequéncia das complicacbes (Steinberg 2005). Tais fatores
compreendem desde alteracdes estruturais e funcionais da membrana eritrocitaria e
niveis de Hb fetal, até marcadores moleculares, que podem ser divididos em classicos

(co-hereditariedade com a talassemia alfa e haplétipos B%) e emergentes, como 0s
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polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s) em genes relacionados com a fisiopatologia
das complicagbes da doenca e mais recentemente, os reguladores epigenéticos

(Bhatnagar et al. 2013; Costa et al. 2015; Powars 1991).

2.2 MARCADORES MOLECULARES

2.2.1 Haplétipos do gene da globina s

Padrées de sitios polimorficos do DNA ligados ao complexo da [-globina definem
os chamados hapl6tipos da anemia falciforme (Alsultan et al. 2014). Segundo Sutton e
cols (Sutton et al. 1989) a mesma mutagdo BS apareceu independentemente em pelo
menos cinco diferentes grupos populacionais, sendo os haplétipos denominados de
acordo com as regides de maior prevaléncia (Sutton et al. 1989). Outra teoria postula que
os haplétipos ligados ao cluster BS teriam surgido por conversdo génica regulada por
fatores epigenéticos, tornando o surgimento dos mesmos bastante controverso (Patrinos
et al. 2005; Romana et al. 2000).

Assim até o momento, foram descritos cinco diferentes haplétipos da globina BS. Os
haplétipos sdo designados de Benin (BEN), Bantu ou Republica Central Africana (BAN ou
CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM) e Arabe-Indiano ou Saudi-Arabe (ARB ou SAU)
(Rusanova et al. 2011).

Os haplotipos BS parecem estar associados com o progndstico dos pacientes com
AF, por apresentarem correlagcdo com os niveis de hemoglobina fetal (HbF), visto que,
estudos de geleificacdo de hemoglobina mostraram que a presenca da HbF diminui a
capacidade de polimerizacdo da HbS (Steinberg et al. 1995). Pacientes com AF e
hapl6tipos SEN ou ARB apresentam niveis elevados de HbF (>15%), desenvolvendo

assim uma forma clinica mais branda da doenga, devido ao polimorfismo na posi¢do -158
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(C>T) no gene HBG2, associado com o aumento da expressdo da globina y¢ (Thein
2013). Ja pacientes que apresentam haplétipo CAR (ou Bantu) desenvolvem um curso
clinico adverso, por cursarem com niveis diminuidos de HbF (<5%). Pacientes que
possuem o haplétipo BEN em homozigose apresentam quadros clinicos intermediérios
(Cajado et al. 2011; Rahgozar et al. 2000; Steinberg 2005).

Estudos de diferentes grupos étnicos com AF, com caracteristicas hematoldgicas
distintas, sugerem que o haplétipo da globina B pode ser utilizado com um marcador de
gravidade da doenca, onde estudos em pacientes de mesmo haplétipo podem ajudar a
elucidar a real contribuicdo de outras variaveis genéticas (Domingos et al. 2014; Steinberg

2005).

2.2.2 Talassemia alfa (a)

A talassemia alfa (a) é caracterizada como uma diminuicdo ou auséncia de sintese
das cadeias globinicas alfa (a) da molécula de hemoglobina, podendo ser decorrente de
delecoes ou mutagdes pontuais nos genes a' e /ou a? A talassemia a' ou af é
caracterizada pela perda de dois genes a ho mesmo cromossomo (--/aa) e, a talassemia
a2 ou a* é representada pela perda de um dos genes o em pelo menos um dos
cromossomos (-a/aa) (Higgs 2013). Dentre as causas de talassemia alfa, a a® mostra-se

como mais frequente, apresentando dois tipos de dele¢des, a de 3.7Kb e de 4.2Kb (Dode

et al. 1993).

A co-heranca da talassemia alfa (o) com a AF tem como consequéncia a reducéo
do volume corpuscular médio (VCM), um menor niumero de reticuldcitos e menor grau de
hemdélise, devido a reducado da hemoglobina corpuscular media (HCM), conferindo assim
uma melhora nos parametros hematolégicos da doenca (Hassan et al. 2014). Entretanto,

0s beneficios acarretados por esta co-herancga, sobretudo na reducédo da concentracao de
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hemoglobina intracelular (incluindo as moléculas de HbS), ainda ndo estéo
completamente estabelecidos. Deste modo, por diminuir a hemdlise, a associacao da
talassemia alfa (a) com a AF protege contra os fenotipos associados com processos
hemoliticos, como as Ulceras de perna, priapismo e AVC (Domingos et al. 2014; Silva et
al. 2015). Entretanto, alguns estudos apontam para uma maior frequéncia de episédios
dolorosos, decorrente de um aumento da viscosidade sanguinea, devido uma elevagao no
percentual de eritrécitos circulantes, como uma compensacao fisioldgica inerente a esta

condicao (Kato et al. 2007; Sankaran & Weiss 2015).

Sendo assim, a co-heranga com a talassemia alfa (o), pode conduzir a
manifestagcdes fenotipicas distintas, que devem ser analisadas individualmente, de acordo

com o quadro clinico apresentado (Hassan et al. 2014).
2.3 ANEXINA A2

Anexinas sao proteinas caracterizadas por possuirem repetidos dominios com a
habilidade de se ligarem a fosfolipidios de membrana carregados negativamente, com
funcdo dependente de calcio (Creutz 1992). Entretanto as vias fisioldgicas
desempenhadas por estas moléculas ainda permanecem, em parte, desconhecidas, mas
sabe-se que estas moléculas participam dos processos ligados ao transporte e
comunicacdo via membrana plasmatica, como a endo e exocitose, fusdo membranar,
interacdes membrana/citoesqueleto e regulacdo de canais célcio-dependentes (Faure et
al. 2002; van de Graaf et al. 2003)

O gene ANXAZ2, constituido por 17 éxons distribuidos ao longo de 40Kb de DNA
gendmico no cromossomo 15 (15g22.2) codifica a proteina Anexina A2 (Anx2), uma
proteina com 339 aminoacidos e 38,6 kDa encontrada em células endoteliais, células

mononucleares, precursores 0sseos e células tumorais metastaticas (Hedhli et al. 2012)
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A Anx2 pode ser encontrada na forma citoplasmatica livre, bem como ligada a
fosfolipidios de membrana, onde desempenha papel no metabolismo ésseo, regulando o
balanco entre a osteogénese e a reabsorcdo 6ssea, na regulacao do crescimento celular
e transducao de sinal, sobretudo no tecido endotelial e no processo de coagulacédo
sanguinea, respectivamente (Flood & Hajjar 2011).

Implicada na organizacdo e dinamica de rafts membranares, caracterizadas como
regides transientes de 10 — 300 nm constituidos por microdomineos ricos em colesterol
com elevada dindmica de constituicdo, estando presente em alguns tipos celulares
(Galbiati ef al. 2001). Anx2 atua ligando os fosfolipidios de membrana a filamentos de
actina no citoesqueleto, assegurando assim a manutencao dos rafts lipidicos (Gerke &
Moss 2002). Funcionalmente, estes rafts lipidicos atuam como plataformas de
recrutamento para complexos proteicos envolvidos em cascatas de sinalizacdo celular e
em vias de secrecao e endocitose de particulas (Cherukuri ef al. 2001).

No que concerne a literatura, o estudo de Chasserot-Golaz e cols. (2005)
(Chasserot-Golaz et al. 2005) envolvendo genes diferencialmente expressos em células
de osteosarcoma, revelaram o gene ANXA2 como um dos principais responsaveis pela
mineralizacao dos osteoblastos malignos. Durante o processo de mineralizagdao 6ssea, 0s
osteoblastos desempenham um importante papel na produgdo e secrecdo dos
componentes do ostedide (colageno tipo | e substancia fundamental), matriz extracelular e
proteinas necessarias para a mineralizagdo, com destaque para a fosfatase alcalina (FA)
(Gillette et al. 2004; Gillette & Nielsen-Preiss 2004). A FA desempenha um importante
papel na formacdo e mineralizagdo 6ssea, regulando negativamente a perda de ions
calcio-fosfato. A Anx2 tem sido descrita como um receptor de superficie celular para
componentes da matriz extracelular, tendo Genetos e cols demonstrado a Anx2 presente

nos osteoblastos, localizada nos rafts lipidicos. Os mesmos autores, ao promoverem a
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superexpressao de ANXAZ2 evidenciaram uma acentuagdo na mineralizagdo 6ssea, via
aumento na atividade da FA (Genetos et al. 2014; Gillette et al. 2004).

Recentemente a Anexina A2 foi correlacionada com a regulacdo do processo de
divisdo celular, via regulacdo do anel citocinético (Benaud et al. 2015). A auséncia de
Anx2 conduz a uma disfungdo no arranjo dos filamentos de actina, diminuindo sua
polimerizacao, juntamente com a dos microtubulos do citoesqueleto, levando a uma perda
de organizacao espacial dos componentes celulares que culmina em falha no processo de
divisdo celular (Benaud & Prigent 2016). Ademais, a auséncia de Anx2 conduz a uma
falha nos estagios iniciais de formacao do anel citocinético, comprometendo o processo
como um todo. Isto aponta que Anx2 atua em elementos regulatérios do processo,
contudo, estudos posteriores sdo necessarios para validar essa hipétese (Benaud et al.
2015).

Em sua forma citoplasmatica a Anx2 existe sob a forma monomérica soluvel que na
presenga de proteinas acessoérias, como a p11 (um membro da familia de proteinas S100
(S100A10)) formam um complexo membranar estavel, composto por duas subunidades
de Anx2 e p11 (A2-p11) (Bharadwaj et al. 2013).

Assim, sabe-se que o complexo Anx2-p11 desempenha um papel chave na regulacédo dos
processos hemostaticos na superficie das células endoteliais, coordenando o processo de
dissolucao da fibrina (Chasserot-Golaz et al. 2005). O complexo A2-p11 fornece uma
superficie necessaria para a formacgao de plasmina (principal enzima fibrinolitica), a partir
da conversao do plasminogénio (Plg) via ativador tecidual do plasminogénio (tPA) (Flood

& Hajjar 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Sistema A2-p11 na superficie das células endoteliais. O heterotetrdmero é composto por
duas subunidades de p11 e duas de Anx2. Anx2 é constituido por quatro dominios centrais (rosa)
e uma cauda N-terminal (amarelo). O heterotetramero liga o plasminogénio (Plg) e o ativador
tecidual do plasminogénio (tPA), acelerando assim a geracdo de plasmina (PN) (Flood & Hajjar
2011).

Deste modo, o complexo A2-p11, aumenta a atividade catalitica do tPA na
conversao do plasminogénio em 60 vezes (Fan et al. 2010; Zhu et al. 2010). Ling e cols
(2004), estudando o papel fisiolégico da Anx2 em camundongos nocauteados para
ANXAZ2 (Anxa2’"), demonstraram uma deposicao de fibrina no interior da microvasculatura
destes animais, sendo 0os mesmos, mais propensos ao desenvolvimento de trombos
guando comparados com os animais saudaveis (Anxa2‘*). Além disto, animais Anxa2”
também exibiram uma neovascularizacao deficiente, sem razdo até o momento descrita
(Ling et al. 2004).

Desse modo, Jacob Rand (Rand 1999) propbés o termo “Anexinopatias” para
classificar uma novo conjunto de doencas que tem membros da familia das anexinas,
atuando de modo desregulado na fisiopatologia das complicagdes.

A primeira doenca que teve sua fisiopatologia ligada a uma desregulagédo molecular
da Anx2 foi a leucemia promielocitica aguda (LPA), processo descrito por Menell e cols

(Menell et al. 1999). Os autores demonstraram que o0s blastos leucémicos da LPA
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expressavam altos niveis de Anx2, levando a uma fibrindlise exacerbada nestes
pacientes, contribuindo assim para os eventos hemorragicos nesta doenca. Assim,
diversos trabalhos tem apontado a Anx2 como um alvo promissor na elucidacao das

bases moleculares implicadas no surgimento das diversas complicagdes clinicas da AF.

2.3.1 Polimorfismos no gene da Anexina A2 (ANXA2)

Uma analise recente de 108 SNP’s em 39 genes candidatos revelou variagcdes em
ANXAZ2, que dentre outros, mostrou-se associado a um maior risco de AVC em pacientes
com AF (Sebastiani et al. 2005). Um segundo estudo independente, relacionou SNPS em
ANXA2 com um aumento no risco de AVC em criangcas com doenca falciforme (DF)
(Flanagan et al. 2011), e adicionalmente, polimorfismos em ANXAZ2 foram associados com
o surgimento de osteonecrose na AF (Baldwin et al. 2005). Estes resultados sugerem que
a Anx2 pode atuar como um modificador expressivo das formas de expresséao clinica da
AF, bem como de seu curso natural (Hedhli et al. 2012).

Assim, diversos polimorfismos no gene ANXAZ ja foram descritos, podendo levar a
uma reducdo nos niveis de expressdao, por modularem a ligacdo dos fatores de
transcricdo e/ou acentuadores aos seus sitios especificos (Baldwin et al. 2005). Isso
conduziria os individuos afetados a um estado de maior estase vascular, podendo estar
associados com um risco aumentado a complicacées trombéticas, como o AVC e
acentuando o aparecimento de crises vasoclusivas (CVO’s) (Flanagan et al. 2011). Além
disto, devido ao seu importante papel no metabolismo 6sseo, baixos niveis de Anx2 nos
osteoblastos podem acarretar uma maior fragilidade éssea nos individuos acometidos, e,
assim, uma maior predisposicao a complicacées osteoarticulares, como a osteonecrose
(Baldwin et al. 2005). Adiante, dois grupos distintos, o de Baldwin e cols. (2005) e Pandey

e cols (2012), encontraram associacao entre os polimorfismos ANXAZ2*5681 G-2>A
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(rs7170178) e IVS-14-1046 C>T (rs7163836), dentre outros SNPs em ANXA2, com o
desenvolvimento de osteonecrose na AF (Baldwin et al. 2005; Pandey et al. 2012b).

O polimorfismo ANXA2*5681 G>A (rs7170178), uma transicao localizada na regiao
intergénica a 3’ do gene ANXAZ2, tem seu suposto papel relacionado com o dobramento
de alcas na cromatina, influenciando na ligacdo de fatores de acentuacdo a regiao
promotora do gene ANXAZ2, podendo atuar como um regulador dos niveis de expressao
deste gene (Baldwin et al. 2005). O IVS-14-1046 C>T (rs7163836), embora localizado
em uma regido de juncao intron-éxon do éxon 15, ainda ndo foi correlacionado com
nenhuma mudanca estrutural na proteina Anx2 ou formagdo de um transcrito nao-
funcional (Sebastiani et al. 2005). Entretanto, é importante destacar que os polimorfismos
ANXAZ2*'5681 G>A (rs7170178) e IVS-14-1046 C>T (rs7163836) sao polimorfismos do
tipo Tag-SNPs (Stram 2004) ,apresentando uma frequéncia do alelo polimérfico na
populacdo geral de 63% e 47%, respectivamente (Projeto 1000 genomas, Fase lll)
(Abecasis et al. 2012). Isto implica que a presenca destes polimorfismos possa indicar
uma possivel desregulacdo molecular do gene ANXA2, que pode ser decorrente até
mesmo pela presenca de outros SNPs em ANXAZ2 flanqueados pelos Tag-SNPs
supracitados, sem necessariamente decorrer da alteracdo molecular promovida pelos
Tag-SNP’s (Stram 2004). Isto reitera a necessidade de estudos de associacao
envolvendo polimorfismos deste tipo, que oferecem um maior espectro de informatividade
a respeito do papel dos genes relacionados (de Azevedo et al. 2013). Deste modo, é
teoricamente provavel que individuos que possuam os polimorfismos ANXAZ*5681 G>A
(rs7170178) e IVS-14-1046 C->T (rs7163836) apresentem um comprometimento
molecular em ANXAZ e assim, um risco elevado ao desenvolvimento de complicacdes

clinicas na anemia falciforme.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a contribuicdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
ANXAZ*5681 G>A (rs7170178) e IVS-14-1046 C>T (rs7163836) do gene ANXAZ2 no

desenvolvimento das complicagdes clinicas em pacientes com anemia falciforme (Hb SS).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a frequéncia dos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) ANXA2*5681

G—>A (rs7170178) e IVS-14-1046 C>T (rs7163836) e investigar a sua associagdo com as

principais manifestagdes clinicas em pacientes com anemia falciforme (Hb SS);

2. Avaliar os niveis de expressao do gene ANXA2 em pacientes com anemia falciforme e

correlacionar esses achados com os SNPs ANXAZ2*5681 G>A (rs7170178) e IVS-14-

1046 C>T (rs7163836).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Nossa coorte foi constituida por 747 pacientes portadores de anemia falciforme (Hb
SS), ndo aparentados, atendidos no Hospital de Hematologia da Fundagcdo HEMOPE
(Recife — PE). Destes, 33 pacientes foram excluidos por apresentarem acompanhamento
irregular e/ou perda de seguimento na fundagcdo HEMOPE, restando ao final 714
pacientes, sendo 347 (48,6%) do sexo masculino. O tempo de segmento médio foi de 13
anos (intervalo: 0 a 34 anos), com mediana de idade de 25 anos (variacdo: 3 a 61 anos),
sendo 194 pacientes (27,2%) com idade inferior a 18 anos, constituindo o grupo pediatrico
e 0s demais (com idade igual ou superior a 18 anos) constituindo o grupo adulto. A
mediana de idade do grupo pediatrico foi de 13 anos (variagéo: 3 a 17 anos) e a do grupo
adulto foi 29 anos (variacdo: 18 a 61 anos). De acordo com as principais complicagdes
clinicas crbnicas, esses pacientes foram agrupados em oito grupos distintos, analisados
de modo compartimentalizado, a saber:

) Grupo Colelitiase: Composto por 409 pacientes (57,2%) que apresentaram
registro clinico e laboratorial, por meio de ultrassonografia, de calculos
biliares ou de lama biliar. Como grupo controle (n=188; 26,3%) foram
utilizados pacientes sem relato da complicacédo supracitada, com idade atual
superior a 18 anos;

1)) Grupo STA: Composto por 82 pacientes (11,4%) que apresentaram registro
clinico de sindrome toracica aguda, acompanhada de exame de imagem
(Raio-X) de térax, mostrando a presenca de infiltrado pulmonar, como
proposto por Vichinsky e colaboradores, 1997 (Vichinsky et al. 1997);

1) Grupo Ulcera de perna: Composto por 143 pacientes (20%) que apresentaram

registro clinico, atual ou prévio, de Ulceras de perna (agudas e crbnicas),
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decorrentes da falha do processo de reparagao tecidual no local da lesao,
como proposto por Minniti e colaboradores, 2010 (Minniti et al. 2010),
relatados no prontuario;

V) Grupo Osteonecrose: Composto por 84 pacientes (11,7%) que apresentaram
registro de ressonancia magnética e/ou exame de raio-X mostrando leséo
Ossea, conforme proposto pelas diretrizes publicadas recentemente ( 2015)
e que apresentaram evidentes manifestacdes e queixas clinicas decorrentes
da osteonecrose, relatados no prontuario;

V) Grupo Priapismo: Composto por 97 pacientes (13,5%) que apresentaram registro
clinico atual ou prévio de priapismo, conforme proposto por Montague e
colaboradores, 2003 (Montague et al. 2003), relatados no prontuario. Como
grupo controle (n=46; 6,4%) foram utilizados os pacientes do sexo masculino
contidos no grupo controle, citados abaixo.

VI) Grupo AVC: Composto por 70 pacientes (9,8%) que apresentaram registro de
ressonancia magnética e/ou tomografia computadorizada mostrando lesao
neurolégica e que apresentem evidentes manifestacdes e queixas clinicas
decorrentes de acidente vascular cerebral, como comprometimento
cognitivo, parestesia, comprometimento dos sentidos, dentre outros,
relatados em prontuario. Além disto, foram excluidos os pacientes com AVC
que apresentaram comorbidades importantes para esta complicagdo clinica
(pacientes com hipertensdo arterial sistémica e cardiopatas) bem como
pacientes que apresentaram outras complicacdes neuroldgicas
concomitantemente (Epilepsia, crises convulsivas e/ou sindrome Moya-

Moya);
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VII) Grupo Faixa de risco para AVC: Composto por 62 pacientes (8,6%) que
apresentaram alteracdo na velocidade média maxima dos vasos cerebrais
(>170cm/s) caracterizando individuos com risco elevado para o
desenvolvimento de complicacées neurologicas, como o AVC, como
proposto por Adams e colaboradores, 1998 (Adams et al. 1998b);

VIIl)  Grupo Controle AF: Composto por 134 pacientes (18,7%) acima de 18 anos, que
permaneceram vivos até a censura e que nao apresentaram ao longo de seu
segmento na Fundacdo HEMOPE nenhuma complicagdo clinica crdnica,
como proposto por Ballas e colaboradores, 2010 (Ballas et al. 2010) (STA,
AVC, ulceras de perna, osteonecrose, Faixa de risco para AVC, priapismo)
confirmada em prontudrio pelos exames necessarios. Além disso, foram
excluidos desse grupo pacientes que apresentem outras complicacdes
neurologicas (n=75; 10,5%) (como crises convulsivas recorrentes e
sindrome Moya-Moya) e pacientes com suspeita de osteonecrose (n=23;
3%) nao confirmada por exame de imagem e pacientes com relato dubio
quanto a auséncia de priapismo e Ulceras de perna. Por fim, foram excluidos
0s pacientes que apresentaram comorbidades que comprometessem a
homeostase vascular (hipertenséo arterial sistémica (n=51; 7%) e pulmonar
(n=12; 1,7%), e cardiopatas (n=59; 8%).

IX)  Grupo de doadores saudaveis: Composto por 43 individuos saudaveis, acima de 18
anos de ambos os sexos, com perfil de hemoglobina normal do adulto (Hb
AA) que nao apresentaram infeccdes e inflamacdes num periodo prévio de 4
semanas a coleta.

E importante destacar que 241 pacientes (33,7%) apresentaram mais de uma

complicagdo clinica crénica ao longo do segmento na fundacdo HEMOPE. Todos os
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pacientes incluidos tiveram suas amostras coletadas quando os mesmos se encontravam
em estado basal, de acordo com a criteriorizacao proposta por Ballas e cols. (2012)
(Ballas et al. 2012) definida por: auséncia de crises de dor e doencgas intercorrentes, como
infec¢des e inflamagdes num periodo prévio de 4 semanas; sem admissao hospitalar 3
dias antes da coleta e sem transfusdes sanguineas 4 meses antes da coleta. Os
pacientes que ndo obedeceram aos critérios ndo tiveram sua amostra coletada. Em todos
os pacientes foram analisados os perfis clinicos, laboratoriais € moleculares. A
convocacao dos pacientes foi realizada por telefone e telegrama. A cada convocacao, ou
durante as visitas de rotina ao hematologista, apds assinatura do Termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), cerca de 8,0 ml de sangue periférico adicionais
foram coletados em tubos a vacuo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como
anticoagulante. As amostras foram conduzidas para o laboratério de Hematologia e
Biologia Molecular do Laboratério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Pernambuco para a realizacéo dos testes moleculares.

4.2 DESENHO DO ESTUDO

Estudo do tipo corte transversal analitico com comparacao de grupos realizado de
marco/2014 a fevereiro/2016. O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de
Pernambuco, onde foram realizados os testes moleculares, tendo a Fundagdo de
Hematologia de Pernambuco (HEMOPE) como instituicdo coparticipante, onde foram
coletadas as amostras e realizadas as analises dos prontuarios dos pacientes

participantes.
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4.3 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao
HEMOPE (N°® do parecer: 035/10) (Anexo I). Apds a aprovacao, foi desenvolvido
obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (CNS). A fundacdo de Hematologia de Pernambuco
(HEMOPE), foi incluida no presente trabalho como co-instituicdo, pois os pacientes foram
obtidos da mesma.

Os pacientes, apds entrevista, assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1), previamente aprovado pelo CEP.

4.4 ANALISE HEMATOLOGICA E CLINICA

As analises dos dados hematoldgicos foram realizadas utilizando contador
eletrdnico de células (STKS, Coulter Corporation, FL, USA). A quantificacdo das
hemoglobinas fetal (HbF) e S foram realizadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC — VARIANT / BIO-RAD, CA, USA). Para os doadores saudaveis foi
realizada a avaliacao do perfil de hemoglobina por eletroforese alcalina (pH 8,6) em
suporte sélido, além de hemograma e estudo do ferro, a fim de excluir individuos com
outras doencas hematoldgicas (como traco talassémico o e/ou [, além de anemias
carenciais). Os dados clinicos foram obtidos pela andlise de prontuarios dos pacientes

que comparecem regularmente ao ambulatério de Hematologia da Fundacao HEMOPE.
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4.5 ANALISE MOLECULAR

4.5.1 Extracado do DNA gendmico e avaliacao dos marcadores moleculares

classicos

A extracao de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos contidos em 4,0
ml de amostras de sangue total colhidas em tubos contendo EDTA como anticoagulante,
pela técnica de fenol-cloroférmio modificado (Psifidi et al. 2015). Sumariamente, a
amostra de sangue total foi centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos, onde o plasma foi
descartado e os eritrécitos lisados incubando-os por 15 minutos em solucdo de lise de
eritrécitos (0-144 mol/l NH4Cl, 0-01 mol/l NH4HCOs3), com posterior centrifugacao,
descartando o sobrenadante. A seguir, adicionou-se o tampao TKM1 (Tris-HCI 10mM
pH7,6; KCI 10mM; MgCl2 10mM; EDTA 20mM) ao precipitado juntamente com 50ul de
Triton X-100, homogeneizando vigorosamente as amostras, com posterior centrifugacéao a
2.300 rpm por 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi descartado, obtendo-se o
precipitado de leucocitos.

Para lise dos leucdcitos, foram adicionados 400ul do tampao TKM2 (Tris-HCI
10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl2 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25 pl de SDS 10%,
incubando a 55°C durante 45 minutos. Apds esse periodo, 180ul de NaCl 5M foram
adicionados a solucao anterior com repouso por 15 minutos a temperatura ambiente. A
amostra fora centrifugada a 14.000 rcf por 5 minutos e o sobrenadante transferido para
outro tubo, adicionando-se a ele, um volume igual de fenol e de uma solugcédo
cloroférmio/alcool isoamilico, conhecida por Sevag (proporcdo 24:1), seguido de
homogeneizacao, centrifugacdo e transferéncia do sobrenadante para outro tubo. O
Sevag foi adicionado ao tubo, centrifugado e o sobrenadante foi transferido para um novo

tubo, no qual foram adicionados acetato de s6dio 3M pH 5,3 e etanol absoluto gelado
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para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente centrifugado a 14.000 rcf por 5
minutos; o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com etanol 70% gelado. O DNA
foi solubilizado em &gua deionizada e estéril, quantificado em equipamento NanoDrop[
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) e a analise qualitativa
realizada em gel de agarose 1,0%.

Os haplétipos do gene BS foram determinados por reagéo em cadeia da polimerase
(PCR), seguido de analise de restricao (RFLP), sendo analisados 6 sitios polimérficos
para definir os haplétipos: 5'YG-Xmn |, YG-Hind lll, yA-Hind Wll, yB-Hinc I, 3'Yp-Hinc 1l e

5°B-Hinf| (Bezerra et al. 2007) utilizando o conjunto de primers disponivel na tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificagédo de regides do cluster B: localizagao referente ao
cluster  no cromossomo 11 depositados no banco de dados NCBI (ID: U01317).

Primers Seqiiéncia do Primer Direcao Posicao Regiao
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT S 33862 5y
H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC AS 34518
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA S 36203 Ve
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA AS 35422
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA S 40358 VA
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC AS 41119
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA S 46426 ep
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT AS 47126
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC S 49476 3'Yp
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA AS 50089
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG S 60906 5B

H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT AS 61291

S = Sense; AS = Anti-sense.

A composicao das reagdes e condicbes de amplificacdo variaram dependendo do
resultado e estédo representadas nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3. Composicao das reagbes utilizadas para amplificagdo das regides polimérficas do

cluster da globina f.

Volumes (ul)

Xmnl Hindlll  Hindlll Hinc i Hinc i Hinfl
Componentes
% ¥e ¥e wp 3y 5P
Tampao (10x) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
MgClz (50mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,5
dNTP’s (10mM) 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,0
Primer5 (10 pM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer 3 (10 pM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Taq DNA Polimerase (5U/pl) 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
dH20 37,75 38,0 38,0 38,0 38,0 38,25
Volume Final (ul) 50 50 50 50 50 50

Para confirmagcédo da amplificacdo o produto da PCR foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta

(UV), com posterior analise de restricao.

Tabela 4. Condicdes das reagOes utilizadas para amplificacdo das regides polimérficas do cluster da

globina B.

Desnaturacéao Desnaturacéao Anelamento Extensao Extensao

Regidio inicial 35 ciclos Final

T Tempo T Tempo T Tempo T Tempo T Temp

(*C) (°C) (°C) (°*C) (°C) o
57ye 94 5 94 45" 60 45” 72 1°30” 72 7
Ve 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7
YA 94 5 94 30" 55 1 72 1 72 7
ep 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7
3'Yp 94 5 94 30" 55 1 72 1 72 7
5B 94 5 94 45" 57 45” 72 1°30” 72 7

Para a andlise de restricdo, o produto da PCR foi digerido a 37°C durante 24 horas
com endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimorfico. A identificacéo

dos padrdes de restricdo que determinam os haplétipos foi realizada por eletroforese em
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gel de agarose de 1,0% a 1,5% (a depender do tamanho dos fragmentos) corado com
brometo de etidio e visualizado sobre luz UV.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricdo. Como
controle foi utilizado a amostra de um individuo heterozigoto para cada sitio polimérfico. O
tamanho dos produtos de amplificacéo e apds clivagem, podem ser observados na Tabela

5.

Tabela 5. Tamanho dos produtos amplificados e apos a clivagem com as endonucleases de

restricao.

Primers Enzima Regiao Tamanho Fragmento Fragmentos Apéds Clivagem
HO e H1 Xmn | 5ye 650 pb 450 pb + 200 pb

H2 e H3 Hind Il Ve 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 e H4 Hind Il v 760 pb 400 pb + 360 pb

H5 e H6 Hinc Il wp 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e H8 Hinc Il 3Yp 590 pb 470 pb + 120 pb

H9 e H10 Hinf1 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

Pacientes que apresentarem padrdao de restricio diferentes do perfil pré-
determinado na literatura tem seu haplétipo considerado “Atipico”.

A pesquisa da mutacdo 027Xt foi investigada por gap-PCR, utilizando-se os
iniciadores C2 e C10, onde os oligonucleotideos iniciadores se ligam na regidao que
compreende a possivel delecdo, gerando padrdes distintos de produtos de amplificacéo,

conforme previamente descrito (Dode et al. 1993).

Sumariamente, na pesquisa da (-07K®), o produto amplificado gera um fragmento
de 2,1kb para o haplétipo normal (aa) e de 1,9kb para o haplétipo mutante (-a37%P). Foi
utilizada a seguinte reacdo de PCR: 1,0 ul de DNA (250ng); 2,5 ul de tampéao a*; 2,5 ul de
DMSO; 0,75ul de dNTP 10mM; 0,5 ul de cada primer 10uM (Tabela 6); 0,25ul de taq

polimerase 5U/ul, em um volume final de 25,0 pl de agua. Condigdes de ciclagem:
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desnaturacao inicial 94°C - 10'; 30 ciclos: 94°C - 45"; 56°C - 1' e 72°C - 1'; extensao final

72°C - 7'.

Tabela 6. Seqliéncias dos primers para pesquisa da delecdo a370, Localizacdo referente ao

gene a no cromossomo 16 depositados no banco de dados NCBI (ID: JO0153).

Primers Seqiiéncia do Primer (5°-3") Direcao Posicao
(072 CCATGCTGGCACGTTTCTGA AS 11365
C10 GATGCACCCACTGGACTCCT S 5641

S = Sense; AS = Anti-sense.

*Tampao alfa (a) para PCR - Solugdes estoque: 3,35 ml de Tris-HCI 2M (pH 8,6); 1,66 ml
de (NH4)2SO4 1M; 250 pl de MgCl2 1M; 33,5 ul de Na2EDTA 0,2M; 85 pl de BSA-20
mg/ml; 70 pl de B-mercaptoetanol 14,3M, para um volume final de 10 ml com dH20. Todas

as solugdes estoque foram autoclavadas, exceto MgClz que é filtrada.

4.5.2 Analise dos polimorfismos do gene ANXA2

A deteccao dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s) ANXA2'5681 G>A
(rs7170178) e IVS-14-1046 C>T (rs7163836) foi realizada por PCR em tempo real (RT-
PCR) por discriminacao alélica utilizando o sistema TagMan®, que consiste de sondas
marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para serem complementares a
cadeia de oligonucleotideos. As sondas utilizadas no estudo foram VIC (yellow) e FAM
(green) e os primers utilizados para pesquisa dos polimorfismos estao disponiveis para o
uso em pesquisa de carater cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com —
ID: C_11770325_10 e C 9036149 10). Para realizacao desta técnica foi utilizado o
aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research, Australia).

A ciclagem para os ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C

por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apds a reacao de PCR, foi definido o treshold para
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analise, plotando-se os sinais de fluorescéncia para cada amostra e assim discriminando
os alelos presentes, conforme recomendacdes do fabricante (Life Technologies,
Califérnia, USA). Todos estes procedimentos foram realizados utilizando-se a
infraestrutura do Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.5.3 Extracao do RNA a partir de leucoécitos totais e sintese do DNA complementar

(cDNA)

O isolamento do RNA para os ensaios de expressao génica procedeu-se a partir de
4,0 ml de amostras de sangue total colhidas em tubos contendo EDTA como
anticoagulante. As amostras foram pareadas por sexo, idade, haplotipo RS (todos
CAR/CAR) e com genotipo alfa normal. Para tal, as amostras selecionadas (n=70; 29
homens (41%)) foram centrifugadas a 1.300 rcf po 10 minutos a 4°C para remogao do
plasma. Os eritrécitos foram lisados a partir de incubagéao por 15 minutos no gelo com
solucao de lise de eritrécitos gelada (0-144 mol/l NH4ClI, 0-01 mol/l NH4HCOs3) e apés a
incubacao foram centrifugadas a 1.300 rcf por 10 minutos a 4°C. O pellet remanescente
foi lavado com solucao tampao fosfato salina a 1X gelada (PBS) e ap6s centrifugagcao
seguindo o padrao anterior, foram adicionados 250 pl de PBS mais 750 pl reagente
Trizol® (Invitrogen, EUA) ao pellet obtido. A extracao foi procedida seguindo a técnica
derivada pelo método desenvolvido por Chomczynsky e Sacchi (Chomczynski & Sacchi
1987). Além das amostras dos pacientes com AF, foram utilizadas 43 amostras de
doadores saudaveis com perfil de hemoglobina normal (Hb AA), pareados por idade
(mediana de idade: 25 anos; intervalo: 19 a 38 anos) e sexo (17 homens; 39,5%) com as
amostras dos pacientes com AF para comparagdes quanto ao perfil de expressao de

ANXAZ2. As amostras de RNA foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop ND-
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1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Rockland, DE) e a integridade foi avaliada através de
gel de agarose desnaturante a 1,5%. O material utilizado na preparagdo (cuba de
eletroforese e as vidrarias) foram previamente tratados com peréxido de hidrogénio a 3%.
O gel foi preparado com 4gua tratada com DEPC, seguindo as criterioriza¢des de Liu e
cols. (Liu et al. 2015) para avaliacao de integridade. A sintese do DNA complementar
(cDNA) partiu de uma solugéo contendo 1 ug de RNA em 10 pl, com a utilizagdo do kit
High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, EUA), seguindo as recomendacdes

do fabricante.

4.5.4 Analise do perfil de expressao relativa de ANXA2

Seguindo a sintese do cDNA, as reacdes de PCR em tempo real quantitativas (RT-
gPCR) foram realizadas em duplicata em placas épticas MicroAmp de 96 pogos utilizando
o equipamento Aria MX (Agilent technologies, Santa Clara, CA, EUA) utilizando o gene
GAPDH humano como controle endégeno (Numero de catalogo: #4310884E; Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A expressao relativa de ANXAZ2 foi quantificada
utiizando o TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) seguindo as instrucées do fabricante. Sumariamente, cada reacao tinha 20 pl de
volume final, contendo 10 pl de 2X Master Mix Universal TagMan, 200 ng de cDNA e 1 pl
de 20X dos primers e suas sondas. Cada sonda especifica (capaz de diferenciar todos os
transcritos de ANXA2 e do controle enddgeno GAPDH) (ANXAZ2 ID do ensaio:
Hs00743063_s1) foi marcada com o fluor6foro FAM e seu quencher nao-fluorescente. A
ciclagem para os ensaios foi inicialmente 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Nos casos de
discrepancia igual ou superior a 1 dos valores de ciclo de treshold (Ct) entre as duplicatas,

uma terceira reacao foi realizada. O método comparativo dos Ct's foi usado para
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determinar a expressao relativa de ANXA2. A diferenca no numero de Ct (ACt = Ctanxaz-
CtearpH) foi calculado para cada replicata. Amplificacbes génicas nao detectadas até o

ciclo de numero 40, tiveram valor igual a zero (0).

A expressao de ANXAZ foi calculada relativa a um cDNA de referéncia (composto
por um pool de amostras de individuos saudaveis com perfil de hemoglobina normal (AA))
que foi definida como valor um (1). E importante salientar esta amostra de referéncia foi
usada como um controle interno em todos os experimentos e seus resultados foram
comparados em todos os experimentos. Os valores de quantificacao relativa de ANXA2
foram calculados segundo o método de 222t onde 0 AACt = ACtpacientesAF — ACtrefersncia (Hb

AA) (Livak & Schmittgen 2001).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinicas-laboratoriais dos pacientes foram mostradas
descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher’s (quando aplicavel) foi utilizado
para comparagcbes entre variaveis categéricas e o Kruskal-Wallis foi utilizada para
comparagbes entre as varidveis continuas. O risco para o desenvolvimento das
manifestacdes foi avaliado a partir da andlise das datas de desenvolvimento das
complicagdes, em relacado 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 comparagdo das curvas (Kim 2007). Analises univariadas de
regressao proporcional de Hazard (PH) foram conduzidas na busca por fatores
prognosticos para as complicacdes. Os fatores que apresentaram um P-valor < 0.1 foram
selecionadas para o modelo de analise multivariada. As variaveis escolhidas foram
testadas com a linearidade assumida para todas as variaveis continuas examinadas por

modelos de PH. Todos os valores de P foram ajustados para os dois lados com nivel de
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significancia a 0,05. As analises foram realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics
19.0 (IBM corporation), Stata Statistic/Data Analysis versao 12 (Stata corporation, EUA) e

R 2.10.1 (The CRAN project: www.r-project.org).
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5. RESULTADOS

5.1 MARCADORES CLASSICOS DA ANEMIA FALCIFORME

Quanto aos marcadores classicos da doenca, a combinacao haplotipica CAR/CAR
mostrou-se como o0 mais prevalente, estando presente em 399 pacientes (56,5%)
analisados, em comparagdo com as demais combinagdes haplotipicas (CAR/BEN,
CAR/ATP, BEN/BEN, BEN/ATP ou combinagdes com CAMER, SEN e SAU). Ja a co-
heranca com a talassemia alfa (a) mostrou presente em 168 pacientes, tendo assim uma
prevaléncia de 23,8% na populagédo estudada. Uma visao geral sobre esses dados, pode

ser visto na Tabela 7.

5.2 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DO GENE ANXA2

Dos 714 pacientes incluidos no estudo, as pesquisas dos polimorfismos IVS-14-
1046 C>T (rs7163836) e ANXAZ*5681 G—>A (rs7170178) foram realizadas em 438
pacientes (61,3%) e 704 pacientes (98,6%), respectivamente. As populacdes estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Com relacdo ao polimorfismo [1VS-14-1046 C->T
(rs7163836), 136 pacientes (31%) apresentaram o gendtipo selvagem (CC), 214
pacientes (49%) apresentaram o genétipo heterozigoto (CT) e 88 pacientes (20%)
apresentaram o genoétipo homozigoto variante (TT), enquanto que para o polimorfismo
ANXAZ2*'5681 G>A (rs7170178), 105 pacientes (15%) apresentaram o genoétipo selvagem
(GG), 285 pacientes (40%) apresentaram o genoétipo heterozigoto (GA) e 314 pacientes
(45%) apresentaram o gendtipo homozigoto variante (AA). Para as analises de
associagao, foram empregados os modelos de herangca genética recessivo, dominante e

codominante para ambos os polimorfismos avaliados.
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Independente do modelo empregado, nenhuma associacao foi observada entre
variaveis clinicas e laboratoriais e a presenca do polimorfismo [IVS-14-1046 C->T
(rs7163836) em pacientes com anemia falciforme, como pode ser visto no material

suplementar (Tabela suplementar 1).

As caracteristicas laboratoriais foram similares entre os grupos homozigoto
variante (AA) e homozigotos selvagens mais heterozigotos (GG + GA) para o
polimorfismo ANXAZ*5681 G->A (rs7170178), exceto por maiores contagens de
plaguetas no grupo dos GA mais GG (P = 0.043) e uma tendéncia dos homozigotos
selvagem (AA) de apresentarem mais do que 3 CVO’s por ano (P = 0.086). As principais
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes falciformes com relagdo ao
polimorfismo ANXAZ2*5681 G—>A (rs7170178) estdo resumidas na Tabela 7, nao foi
observada diferenca entre a sobrevida global dos pacientes com base nos genétipos do

ANXAZ2*5681 G>A (rs7170178) apresentados (Figura 4).

1,07

GG + GA 87%
0,87

g6 AA 61%

0,47

Probabilidade

0,07 P =0.386
T 1 T T
0 20 40 60

Sobrevida global (anos)

Figura 4. Sobrevida global dos pacientes incluidos no estudo de acordo com os gendtipos para o
polimorfismo ANXA2*5681 G>A (rs7170178).

Aplicando o modelo de heranca recessivo, temos que 52,8% e 25,2% dos

pacientes com genétipo homozigoto variante (AA) e homozigoto selvagem mais



heterozigoto

(GG + GA)

para o polimorfismo ANXAZ2*5681

G-2>A
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(rs7170178)

desenvolveram osteonecrose, respectivamente, com andlise univariada, demonstrando

que pacientes com gendtipo AA tem um risco 3 vezes maior de desenvolverem

osteonecrose (Odds Ratio (OR): 3.32; Intervalo de confianca (IC) 95%: 1.87-5.89; P <

0.0001). Estes dados sao consistentes com as analises de regressao logistica (OR: 3.08;

IC95%: 1.62-5.83; P = 0.001), sexo, idade, niveis de hemoglobina fetal (%), numero de

CVO'’s por ano como variaveis de confudimento (Tabela 8).

Tabela 8. Andlise univariada e multivariada para risco de desenvolvimento da osteonecrose na AF.

Desfecho

Risco de
osteonecrose

Variaveis do modelo

ANXA2 *5681
gendtipos: AA vs
GG eGA

Analise Univariada

OR

3.21

HR

IC 95%

1.85

5.58

P-valor

<0.0001

Analise Multivariada

OR

3.08

HR

IC 95%

1.62

5.83

P-valor

0.001

Niveis de
hemoglobina fetal
(%): variavel
continua

0.91

0.86

0.97

0.006

0.93

0.87

1.00

0.060

Numero de CVO'’s
por ano no ultimo
ano: <2 vs 3-5 vs >6

3.07

1.98

4.76

<0.0001

2.65

1.61

4.39

<0.0001

Sexo: Masculino vs
Feminino

0.45

0.26

0.77

0.004

0.46

0.24

0.88

0.020

Idade (anos):
variavel continua

1.06

1.03

1.09

<0.0001

1.05

1.02

1.09

0.001

Probabilidade
cumulativa
de
osteonecrose

ANXAZ 5681
gendtipos: AA vs
GG eGA

2.27

1.44

3.59

<0.0001

2.36

1.45

3.85

0.001

Niveis de
hemoglobina fetal
(%): variavel
continua

0.94

0.88

0.98

0.018

0.94

0.89

1.00

0.054

Ndmero de CVO’s
por ano no ultimo
ano: <2 vs 3-5 vs >6

2.03

1.49

2.76

<0.0001

1.88

1.33

2.66

<0.0001

Sexo: Masculino vs
Feminino

0.58

0.38

0.90

0.017

0.66

0.41

1.06

0.092

Idade (anos):
variavel continua

0.95

0.92

0.98

0.007

0.94

0.91

0.98

0.002

NOTA: Odds ratios ou hazard ratios (HR) > 1 ou < 1 indicam o aumentou ou diminuicao do risco, respectivamente,
de um evento para a primeira categoria listada.

Ademais, 58,7% e 53,9% dos pacientes com genétipo homozigoto variante (AA) e

homozigoto selvagem mais heterozigoto (GG + GA) para o mesmo polimorfismo
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desenvolveram Ulceras de perna, respectivamente (OR: 1.66; 1C95%: 1.026-2.685; P =
0.040). Contudo, a regressao logistica mostrou que o polimorfismo ANXAZ*5681 G2>A
(rs7170178) nao reteve sua associacao com o desenvolvimento de Ulceras de perna (OR:
1.67; 1C95%: 0.93-2.98; P = 0.084) considerando os niveis de hemoglobina fetal (%),
namero de CVO’s por ano, género, idade e co-herangca com a alfa-talassemia, como

variaveis de confundimento (Tabela 9).

Tabela 9. Analise univariada e multivariada para risco de desenvolvimento da Ulceras de perna na AF.

o Andlise Univariada Analise Multivariada
Desfecho Variaveis do modelo
OR IC 95% P-valor OR IC95% P-valor
ANXAZ2 *5681 gendtipos:
AA Vs GG e GA 1.66 1.02 2.68 0.039 1.67 0.93 2.98 0.084
Niveis de hemoglobina 0.85 0.80 0.90 <0.0001 0.86 080 092  <0.0001
fetal (%): variavel continua
Numero de CVQ’s por ano
. no ultimo ano: <2 vs3-5vs 2.17 1.46 3.23 <0.0001 1.67 1.05 2.66 0.030
Risco de 6
Ulceras Sexo: Masculino vs
de perna F 0.41 0.25 0.66 <0.0001 0.46 0.25 0.82 0.010
eminino
Idade (anos): variavel 1.07 1.04 109 <0.0001 1.06 1.03 1.09  <0.0001
continua
Co-herancga com alfa-
talassemia: mutado vs 0.55 0.31 0.96 0.037 0.44 0.22 0.85 0.014
normal

NOTA: Odds ratios (OR) > 1 ou < 1 indicam o aumentou ou diminui¢ao do risco, respectivamente, de um
evento para a primeira categoria listada.

A presenca do polimorfismo intergénico em homozigose (AA) esteve associado a
um risco de 1,5 vezes maior de desenvolvimento de complicagdes clinicas crénicas (OR:
1.511; 1C95%: 1.121-2.038; P = 0.008). Ao analisar a frequéncia do alelo polimorfico A de
ANXAZ2*'5681 G->A (rs7170178) com o desenvolvimento das Ulceras de perna e
osteonecrose, observamos que 0 mesmo nao esta associado com o desenvolvimento das
Ulceras de perna (P = 0.247; OR: 1,237; 1C95%: 0,872-1,754), porém, encontra-se
associado com o desenvolvimento de osteonecrose (P = 0.0002; OR: 2,28; 1C95%: 1,463-

3,555), como pode ser visto na tabela 10.
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Tabela 10. Analise alélica do polimorfismo ANXA2*5681 G>A (rs7170178), para o
desenvolvimento de osteonecrose.

Osteonecrose Alelos
A G
Sim 132 (78,5%) 36 (21,5%)
Nao 164 (61,6%) 102 (38,4%)

P =0.0002; OR: 2.28; IC95%: 1.463-3.555)

5.3 DESFECHO DA OSTEONECROSE E DAS ULCERAS DE PERNA EM PACIENTES

COM AF VERSUS OS DIFERENTES GENOTIPOS DE ANXAZ2*5681 G>A

O impacto do polimorfismo ANXA2*5681 G>A (rs7170178) no modelo recessivo
(homozigoto selvagem, GG e heterozigoto, GA versus homozigoto variante, AA) foi
avaliado com relagdo ao tempo de desenvolvimento da osteonecrose. Dos 84 pacientes
que desenvolveram osteonecrose, 82 pacientes (97,6%) apresentaram o relato de
diagnéstico da complicacdo na data aproximada, sendo estes utilizados para o modelo de

risco cumulativo.

A idade mediana dos pacientes no momento do diagndstico da osteonecrose foi de
25 anos (intervalo: 8 a 45 anos). A média de seguimento para o desenvolvimento da
osteonecrose foi de 36 anos (IC95%: 34 a 39 anos). Os pacientes homozigotos selvagens
(GG) e heterozigotos (GA) apresentaram um segmento médio de 41 anos (IC95%: 38 a
44 anos), enquanto que o0s pacientes homozigotos variantes (AA) apresentaram um
seguimento médio de 32 anos (IC95%: 30 a 35 anos), com taxa de desenvolvimento de
osteonecrose de 51% e 88% para cada grupo, respectivamente (P < 0.001; Figura 5A).
Posteriormente pareando os pacientes que desenvolveram osteonecrose acima dos 20
anos de idade (n=56; 68,3%) (idade em que grande dos pacientes permanecem
subclinicos para as complicagcdes crénicas do grupo musculo-esquelética-cutanea),

observamos que os pacientes com gendtipos GG e GA possuem uma taxa de 46% de
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desenvolvimento, enquanto que os individuos com gendtipo AA apresentam uma taxa de
86% (P < 0.0001; Figura 5B), com segmento de 44 anos (IC95%: 41 a 47 anos) e 35 anos
(IC95%: 33 a 37 anos), respectivamente. Ademais, a analise de risco proporcional de
Cox, mostrou que o polimorfismo ANXA2*5681 G>A (rs7170178) foi independentemente
associado com menor tempo no desenvolvimento da osteonecrose (hazard ratio, HR:
2.36; 1C95%: 1.45-3.85; P = 0.001) (Tabela 8), considerando os niveis de hemoglobina

fetal (%) e o sexo como variaveis de confundimento.

1,0 A B

AA 88% AA 86%

0,87
0,87

0,67
0,67

GG + GA 51% GG + GA 46%

Probabilidade

0,47

Probabilidade

0,27

0,07 P <0.0001
0,0 P <0.0001 ' r . ’ ;
T T T T T T T 20 30 40 50 60
0 10 20 30 40 50 60

Idade (anos) para a primeira osteonecrose

Idade (anos) para a primeira osteonecrose

Figura 5. A) Probabilidade de desenvolvimento de osteonecrose dependente do genétipo para o
polimorfismo ANXAZ2*5681 G>A (rs7170178); B) Probabilidade de desenvolvimento de osteonecrose em
pacientes acima dos 20 anos, dependente do gendtipo para o polimorfismo ANXAZ'5681 G->A

(rs7170178).

De modo similar, o impacto do polimorfismo ANXA25681 G->A (rs7170178)
também no modelo recessivo foi avaliado com relacdo ao tempo de desenvolvimento das
Ulceras de perna. Dos 143 pacientes que desenvolveram as Ulceras de perna, 138
pacientes (96,5%) apresentaram o relato de diagnéstico da complicacdo na data
aproximada, sendo estes utilizados para o modelo de risco cumulativo. A idade mediana

dos pacientes no momento do diagndstico das Ulceras de perna foi de 21 anos (intervalo:
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4 a 47 anos). A média de seguimento para o desenvolvimento da Ulcera foi de 32 anos
(IC95%: 30 a 34 anos). Os pacientes com gendétipo GG e GA apresentaram um segmento
médio de 34 anos (IC95%: 27 a 40 anos), enquanto que os pacientes com genétipo AA
apresentaram um seguimento médio de 28 anos (IC95%: 24 a 31 anos), com taxa de
desenvolvimento de Ulceras de perna de 61% e 89% para cada grupo, respectivamente (P
= 0.138; Figura 6A). Contudo, apds pareamento dos pacientes que desenvolveram as
Ulceras de perna acima dos 20 anos de idade (n=78; 56,5%), observamos que o0s
pacientes com genétipos GG e GA possuem uma taxa de 49% enquanto que os
individuos com genétipo AA apresentam uma taxa de 86% (P = 0.020; Figura 6B), com

segmento de 40 anos (IC95%: 37 a 43 anos) e 34 anos (IC95%: 31 a 37 anos),

respectivamente.
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Figura 6. A) Probabilidade de desenvolvimento de Ulceras de pernas dependente do gendétipo para o
polimorfismo ANXAZ2*5681 G->A (rs7170178); B) Probabilidade de desenvolvimento de Ulceras de
pernas em pacientes acima dos 20 anos, dependente do genotipo para o polimorfismo ANXAZ2*5681
G->A (rs7170178).
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5.4 ENSAIOS DE EXPRESSAO DE ANXA2 EM PACIENTES COM AF QUE

DESENVOLVERAM OSTEONECROSE E ULCERAS DE PERNA

Inicialmente, foi comparado os valores de expressao relativa de ANXA2/GAPDH
nas amostras dos pacientes com AF (n=70) e de doadores saudaveis (n=43), todas
genotipadas para o polimorfismo ANXAZ2*5681 G—>A (rs7170178). Nao foi observada
diferenga entre no perfil de expressdao de ANXAZ2 entre os doadores saudaveis e 0s
pacientes com AF (P > 0.05; Figura 7A). Posteriormente, foi analisado somente levando
em consideracao os pacientes com AF. Frente aos trés provaveis genotipos que poderiam
ser apresentados para o polimorfismo intergénico, nao foi observada diferenca nos niveis
de ANXA2/GAPDH (P>0.05; Figura 7B), contudo, observou-se que pacientes que foram
tratados com hidroxiuréia (HU), apresentaram menores niveis de ANXA2/GAPDH que os

pacientes que nao foram tratados com HU (P < 0.05; Figura 7C).
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Figura 7. A) Andlise quantitativa da expressdo de ANXAZ2 em amostras de individuos saudaveis e pacientes
com AF (P > 0.05); B) Niveis de ANXAZ2/GAPDH em pacientes com AF de acordo com os trés genétipos
possiveis para o polimorfismo ANXAZ*5681 G>A (rs7170178); C) O perfil de expressédo da ANXAZ2 é
negativamente regulado pos tratamento com HU. As barras horizontais representam os valores de mediana para
expressdo de ANXAZ relativo ao GAPDH.

Ao analisar o perfil de expressdo de ANXAZ2 em pacientes que desenvolveram
osteonecrose e Ulceras de perna, frente aos gendétipos apresentados, observamos que
nos pacientes com osteonecrose, a uma redugao gradual dos niveis de ANXA2/GAPDH
nos individuos heterozigotos (GA) e homozigotos variantes (AA) quando comparado com

0s homozigotos selvagens (GG), com uma diferenca significativa entre o GG versus AA (P
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< 0.05; Figura 8A). Contudo, avaliando os pacientes com Ulceras de perna, embora os
pacientes com genotipo AA aparentemente apresentem menores niveis de ANXA2, esta
diferenga nao é significativa (P > 0.05; Figura 8B). Por fim, categorizando os valores de 2
AACtdos pacientes em quartis (referente aos niveis de expressao relativa ANXA2/GAPDH),
observamos que os pacientes do primeiro quartil (que possuem 0s menores niveis de
ANXA2) desenvolveram com uma taxa maior a osteonecrose (69%) que os pacientes dos

outros quartis (57%; P=0.005) (Figura suplementar ).
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Figura 8. A) Niveis de ANXA2/GAPDH em pacientes com AF que desenvolveram osteonecrose de acordo
com os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo ANXAZ2*5681 G>A (rs7170178), observando-se uma
diferenca entre os pacientes GG vs AA (P < 0.05); B) Nao foi observada diferenca entre os niveis de
ANXAZ frente aos diferentes gendtipos em pacientes com Ulceras de perna.



Tabela 7. Comparacao dos achados clinico-laboratoriais de pacientes com AF de acordo com o polimorfismo ANXAZ2*5681

G-2A.
Modelo recessivo de heranca genética 05
. Homozigoto selvagem
Caracteristicas dos pacientes g:ggrswtgz vgcr)ir;r?tz%ztﬂc\)) + heteroggpgto (GG + OR (IC 95%) P-\(/Tz;/or
(n=714) (n=2314) (n = 390)
No. % No. % No. %
Género 0.940
Masculino 347 48,6 155 49,4 191 49 1 (ref.)
Feminino 367 514 159 50,6 199 51 0,985 (0,73-1,33)
Idade (anos), mediana 25 26 23
Intervalo 3 -61 3 - 61 3-54
Idade (anos), categorica 0.422
<18 anos 194 272 80 25,6 111 28,5
Entre 18 e 40 anos 422 59,1 185 58,9 230 59
>40 anos 98 13,7 49 15,6 49 12,6
Sobrevida 0.849
Sim 665 95 12 3,9 17 45 1 (ref.)
Nao 35 5 297 96,1 364 95,5 0,865 (0,41-1,84)
Hidroxiuréia
Sim 328 459 152 48,4 174 44,6
Nao 386 54,1 162 51,6 216 55,4
Presenca de alfa-talassemia (**) 0.721
Normal 539 76,2 240 76,9 292 75,6 1 (ref.)
Mutado 168 23,8 72 23,1 94 244 0,932 (0,66-1,32)
Haplotipo B¢ 0.939
CAR/CAR 399 56,5 176 56,6 216 56,1 1 (ref.)
Nao CAR/CAR 307 43,5 135 43,4 169 43,9 1,02 (0,75-1,38)
HbF (%), mediana 7,1 7.4 6,9 0.122
Intervalo 0,5-28,5 0,8-28,5 05-274
&?gﬁﬂf%ggigﬁga‘““ 2,53 2,52 2,53 0.961
Intervalo 1,29 — 4,68 1,5-4,33 1,29 — 4,68
Hemoglobina (g/dl), mediana 7,7 7,7 7,7 0.815
Intervalo 42-11,6 48-11,6 42-11,5
Hematocrito (%), mediana 23,3 23,4 23,2 0.781
Intervalo 12,1 — 35,1 14,7 — 35,1 12,1 — 34,1
VCM (fL), mediana 91,8 91,6 91,7 0.912
Intervalo 62,6 — 137,3 62,6 —115,9 66,8 — 125,8
HCM (g/dl), mediana 30,7 30,7 30,6 0.915
Intervalo 19,8 — 46,4 19,8 — 39,3 20,4 -413
&?g‘eﬁgf’ge‘éﬂﬁ;coc'tos 12,1 12 12,15 0.303
Intervalo 4,2 - 34,1 4,2 —-341 51-382,5
gﬁg‘:}gf’rﬁ]‘e‘é‘?ﬂgq“etas 416 404 429 0.043"
Intervalo 115,7-1016 115,7-1016 119 - 870
g/(j)rjtamgeedrinagg reticulécitos 9.6 9.8 9.4 0.490
Intervalo 0,4-29,2 0,4-26,2 0,5-29,2
AST (U/L), mediana 43 42 44 0.101
Intervalo 11 -235 11 -235 12-150



Lactato desidrogenase (U/L),
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mediana 838 811 0.123
Intervalo 192 — 3692 220 — 3692 192 - 3542
E:ggiﬁl;a total (mg/dL), 2,81 2,84 0.680
Intervalo 0,07 - 37,02 0,07 — 20,32 0,21 - 37,02
E:Ielzjr;tr):ga indireta (mg/dL), 212 218 0.352
Intervalo 0,07 - 36,19 0,04 -12,12 0,13-36,19
Numero de CVQ’s por ano, no ultimo ano 0.086
0-2 385 539 158 50,3 221 56,7
3-5 272 38,1 134 42,7 135 34,6
>6 57 8 22 7 34 8,7
Complicagdes da Anemia falciforme
Colelitiase 0.533
Sim 409 68,5 191 70 212 67,3 1 (ref.)
Nao 188 31,5 82 30 103 32,7 1,132 (0,8-1,606)
Sindrome toracica aguda 0.317
Sim 82 38 37 42,5 45 35,2 1 (ref.)
Nao 134 62 50 57,5 83 64,8 1,365 (0,78-2,38)
Ulceras de perna 0.040*
Sim 143 51,6 71 58,7 71 53,9 1 (ref.)
Nao 134 484 50 41,3 83 46,1 1,66 (1,026-2,685)
Osteonecrose <0.001*
Sim 84 38,5 56 52,8 28 25,2 1 (ref.)
Nao 134 61,5 50 47,2 83 74,8 3,32 (1,87-5,89)
Acidente vascular cerebral (AVC) 0.450
Sim 70 34,3 30 37,5 39 32 1 (ref.)
Nao 134 65,7 50 62,5 83 68 1,277 (0,707-2,3)
Faixa de risco para AVC 0.523
Sim 62 31,6 20 28,6 42 31,8 1 (ref.)
Nao 134 68,4 50 71,4 83 68,2 0,79 (0,418-1,496)
Priapismo 1.000
Sim 97 67,8 37 67,3 60 68,2 1 (ref.)
Nao 46 32,2 18 32,7 28 31,8 0,959 (0,467-1,97)

CAR, Republica centro-africana; HbF, Hemoglobina fetal; VCM, Volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina corpuscular
média; AST, Aspartato aminotransferase; CVO, Crises vaso-oclusivas; AVC, Acidente vascular cerebral;

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05);

**Presenca do traco da alfa (a)-talassemia: delecao -3.7kb (- a 3.7);

tValores néo disponiveis foram excluidos para o célculo do P-valor.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que o polimorfismo intergénico ANXA25681 G>A
(rs7170178) esteve associado com uma maior frequéncia de casos de osteonecrose e
Ulceras de perna em pacientes com anemia falciforme (Hb SS). Posteriormente, com uma
mediana de seguimento de 20 anos, o0s pacientes homozigotos variantes (AA)
apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de osteonecrose e Ulceras de perna
quando comparados com pacientes heterozigotos (GA) e homozigotos selvagens (GG). E
por fim, os niveis de ANXAZ2 sao regulados negativamente de modo gendétipo dependente
para o polimorfismo intergénico ANXAZ2*5681 em pacientes com AF que desenvolveram

osteonecrose.

A doencga falciforme € a considerada a causa mais comum de osteonecrose em
individuos jovens (Milner et al. 1991), sendo caracterizada como uma complicagéo crénica
e debilitante da doenca, afetando aproximadamente 50% dos pacientes homozigotos para
a mutacdo B° (HbSS) até os 35 anos de idade (Marsh et al. 2015). Contudo, a
fisiopatologia da osteonecrose na AF permanece desconhecida (Lemonne et al. 2013),
visto que, pacientes com osteonecrose sdo frequentemente assintomaticos durante os
estagios iniciais, sendo os métodos de diagnostico mais utilizados Uteis em estagios ja
avancados desta complicacdo (Marsh et al. 2015). Deste modo, a busca por novos
marcadores moleculares de aplicagdo clinica na identificagdo de individuos com risco
elevado para o desenvolvimento de osteonecrose tém sido largamente pesquisados na
ultima década, entretanto muitos estudos tém sido conduzidos em coortes de tamanho
limitado e sem validacdes funcionais (Chaouch et al. 2015; Ulug et al. 2009). Assim a
busca por componentes genéticos determinantes na fisiopatologia da osteonecrose

necessita de estudos futuros.
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Embora a fisiopatologia da osteonecrose seja pouco compreendida, atualmente
sugere-se que lesdes silenciosas decorrentes de uma progressiva oclusdo da
microcirculacado éssea, levem a uma morte dos osteoblastos presentes com subsequente
aumento na pressao intradssea, conduzindo a osteonecrose nestes pacientes (Worrall et
al. 2015). Assim, o provavel evento inicial, a senescéncia das células percussoras 6sseas
(osteoblastos), com ativacao do sistema de reparo tecidual, elevaria ainda mais a pressao
intramedular, tendo como desfecho a reabsorcao do tecido 6sseo e colapso da estrutura

(Marsh et al. 2015).

No presente estudo, foi avaliado o gene ANXAZ2, previamente descrito por atuar
modulando a osteogénese, promovendo uma mineralizacao eficiente das células ésseas,
bem como auxiliando no processo de remogéo da fibrina intravascular (Flood & Hajjar
2011; Genetos et al. 2014). Baldwin e cols. (2005), identificaram associacdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP’s) no gene ANXAZ2 distribuidos ao longo do
gene (em regides intrénicas e intergénicas), com o desenvolvimento de osteonecrose em
uma coorte de 442 pacientes AF da América do Norte com esta manifestacdo. Resultados
semelhantes foram relatados por Pandey e cols. (2012), avaliando uma coorte de
pacientes indianos com AF que desenvolveram osteonecrose comparando-os com
pacientes AF sem esta manifestacdo e com individuos saudaveis (HbAA). Estes autores
propéem que estes polimorfismos podem atuar como reguladores negativos da expressao
de ANXA2, o que poderia acarretar um maior comprometimento na microcirculagéo
O0ssea, por um depédsito anormal de fibrina, além de conduzir a uma falha na
mineralizacao 6ssea, que juntos, acarretariam aos individuos afetados, um microambiente
0sseo favoravel para o desenvolvimento de osteonecrose (Baldwin et al. 2005; Pandey et

al. 2012b)
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Contudo, até onde sabemos, nosso estudo foi o primeiro a correlacionar o
polimorfismo no gene ANXA2"5681 G->A (rs7170178) com um desenvolvimento precoce
de osteonecrose, levando em conta o gendtipo dos pacientes, onde os individuos com
gendtipos AA (homozigoto variante) apresentaram uma maior frequéncia de
desenvolvimento desta complicacdo (88%), com um menor tempo de seguimento (32
anos, 1C95%: 30 a 35 anos) (ver figura 5). Além disto, nosso estudo mostrou que este
polimorfismo foi independentemente associado a um menor tempo de desenvolvimento da

osteonecrose.

Ademais, mostramos que nos pacientes com AF que desenvolveram osteonecrose,
este polimorfismo apresentou-se como um modulador negativo da expressdo do gene
ANXAZ2, o que pode conduzir a uma situagao de baixos niveis proteicos. Ao avaliarmos o
perfil de expressdo de ANXAZ frente ao risco cumulativo de desenvolvimento da
osteonecrose, observamos que baixos niveis de ANXAZ2 estao relacionados a uma maior
taxa de desenvolvimento da osteonecrose em um menor intervalo de tempo (Figura
suplementar |) Este fato, corrobora a proposta de que uma reducao nos niveis de anexina
A2 contribuiria para um ambiente molecular favordvel ao desenvolvimento da
osteonecrose, com falha na remogéo de fibrina intravascular associado a uma precaria
mineralizacao déssea. Corroborando a hipbtese acima temos uma tendéncia quanto a
associagdo do polimorfismo intergénico com um aumento no numero de crises
vasoclusivas (P = 0.086). Contudo, nés néo avaliamos a correlacao direta entre os niveis
de transcritos e os niveis proteicos ou o status funcional da proteina, e nossos resultados

refletem os dados de expressao génica de uma pequena coorte avaliada (n=23).

Além da associagdo com o desenvolvimento de osteonecrose em nossa amostra
de pacientes, este estudo é o primeiro a mostrar o polimorfismo ANXAZ2*5681 G>A

(rs7170178) associado com o desenvolvimento de Ulceras de perna de modo univariado.
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Contudo, esta mesma associacao nao foi reproduzida quando consideramos a presenca
do alelo polimérfico (A) univariadamente nem na regressao logistica, frente aos fatores
prognosticos associados com o surgimento das Ulceras de perna (Rego et al. 2015).
Contudo, o risco cumulativo mostrou que os pacientes homozigotos variantes (AA)
aparentam ter uma maior taxa de Ulceras de perna (86%) em um menor tempo de
segmento médio (34 anos; 1C95%: 31 a 37 anos) que os pacientes com genétipos GG e
GA (49%; 40 anos; 1C95%: 37 a 43 anos) nos pacientes acima dos 20 anos de idade. Aos
vinte anos de idade um grande percentual dos pacientes com AF sao classificados como
subclinicos para grande parte das complicacdes, e deste modo o polimorfismo intergénico
mostra-se como uma valiosa ferramenta de triagem para os pacientes que apresentam
uma maior predisposicao a determinadas complicagdes clinicas. Ademais, vale salientar
que grande parte dos pacientes com AF desenvolvem mais de uma complicacao ao longo
de seu segmento clinico, sugerindo que as bases moleculares envolvidas na génese das
complicagdes possam estar interligadas (Pandey et al. 2012a). Fato este que é reforcado
pelos nossos resultados, evidenciando que os pacientes homozigotos para o polimorfismo
intergénico (AA) apresentam um maior indice de desenvolvimento de complicagdes

clinicas cronicas.

As Ulceras de perna sdo as complicacoes cutaneas mais debilitantes da AF,
responsaveis por drasticas sequelas fisicas e psicoldégicas. De maneira geral sao
marcadas por altos indices de recorréncia e cronicidade, devido a sua dificil cicatrizagao
(Alavi & Kirsner 2015) Recentemente, a anexina A2 teve seu papel ligado com o controle
do processo de divisao celular (Benaud et al. 2015) e foi demonstrado que uma deplecéo
da Anx2 foi ligada a uma parada no processo mitotico. Pouco se sabe a respeito da
etiologia das Ulceras de perna, sobretudo a despeito das lesbes que surgem sem um

agente causal prévio (como traumas), mas estudos apontam que as vias de proliferacéo
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celular nestas lesdes estdo comprometidas (Beidler et al. 2009; Nolan et al. 2006). Neste
cenario, a Anx2 mostra-se como um agente agravante para a manutencdo da leséo
ulcerativa, comprometendo a cicatrizag&o no local e exacerbando os eventos vasoclusivos
focais, acentuando a hemdlise, principal agente causal das Ulceras de perna (Kato et al.

2007).

Nao encontramos associagao entre os niveis de ANXAZ2 e os diferentes genoétipos
do polimorfismo ANXA2*5681 G->A nos pacientes com AF que apresentaram Ulceras de
perna, embora os individuos com gendtipo AA apresentassem a mediana mais baixa
dentre os trés gendtipos possiveis (Figura 9B). Estes achados podem ser devido a um
baixo numero de individuos avaliados (n=20) e devido a uma regulag¢ao no local da leséo
dos niveis de expressao de genes relacionados com o processo de reparacao tecidual,
necessitando assim que a avaliacdo fosse conduzida em amostras obtidas do foco da

lesdo em comparacao com o tecido saudavel, para confirmar ou refutar essa hipétese.

Em 2011, em um trabalho realizado por Flanagan e cols. (Flanagan et al. 2011) os
autores demonstraram uma associagao entre polimorfismos no gene ANXA2 com o
desenvolvimento do AVC, em uma populacéo de individuos com AF. Em nosso trabalho,
nao foi encontrada esta associacdo, o que pode ser explicado pelo fato de, embora
existam diversos polimorfismos associados com a protecdo ou risco para as
manifestagdes fenotipicas especificas da AF, a grande maioria dos polimorfismos
identificados até o presente momento, exprimem um limitado efeito fenotipico no amplo
espectro da doenca (Steinberg & Sebastiani 2012). Mesmo a vasoclusdo e a hemdlise
desempenhando papéis complementares na génese das complicacdes clinicas da AF,
acredita-se que grupos distintos de pacientes apresentem uma predilecdo para um dos
mecanismos, desenvolvendo futuramente, manifestacbes clinicas distintas e

caracteristicas aos mecanismos basais (Kato et al. 2007). Embora nossos dados
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confrontem o possivel mecanismo proposto para a génese das complicacbes crbnicas,
visto que encontramos associacdo com o desenvolvimento de osteonecrose (complicagéo
ligada ao fendtipo vasoclusivo) e Ulceras de perna (complicacdo ligada ao fendtipo

hemolitico).

Um crescente numero de moduladores genéticos utilizaveis como potenciais
candidatos para o surgimento das multiplas complicac¢des clinicas da AF, aponta cada vez
mais para um uso integrativo destes (incluindo o uso dos marcadores classicos da doenca
como a co-heranga com a alfa-talassemia, o haplétipo ligado a globina ° e os niveis de
hemoglobina fetal) na pratica clinica, auxiliando nas recomendacdes ja previstas para
manejo da AF (Drawz et al. 2015; Ware 2015; Ware et al. 2015). No contexto clinico, esta
iniciativa representaria um ganho significativo na prevencao das complicacdes clinicas e
proveria uma medicina personalizada aos pacientes, somado beneficamente ao seu curso

clinico.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

 Apenas o polimorfismo intergénico ANXA25681 G->A (rs7170178) mostrou-se
associado com desenvolvimento de complicagbes clinicas crénicas como a

osteonecrose e as Ulceras de perna;

« Pacientes com gendétipo AA (homozigoto variante) para o polimorfismo ANXA2*5681
G—>A (rs7170178), apresentaram um menor tempo mediano para o desenvolvimento
de osteonecrose, quando comparados com o0s genétipos GG (homozigoto selvagem)

e GA (heterozigoto);

« Pacientes com genétipo AA (homozigoto variante) para o polimorfismo ANXA2*5681
G->A (rs7170178), apresentaram um menor tempo mediano para o desenvolvimento
de Ulceras de perna, quando comparados com os gendtipos GG (homozigoto

selvagem) e GA (heterozigoto) a partir dos vinte anos de idade;

* O polimorfismo ANXA25681 G—>A (rs7170178) esta independentemente associado
com um menor tempo no desenvolvimento da osteonecrose, considerando o sexo,
idade, niveis de hemoglobina fetal (%), numero de CVO’s por ano como
confundidores;

» Pacientes que realizam tratamento com hidroxiuréia tem menores niveis de ANXA2

que pacientes que nao realizam tratamento;



74

» Pacientes com osteonecrose que possuem o genétipo AA para o polimorfismo
ANXA25681 G>A (rs7170178) tem menores niveis de expressao relativa de ANXA2

que pacientes com genoétipo homozigoto selvagem.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MAIORES DE 18 ANOS
(resolucao 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa "Avaliagdo do
gene da Anexina A2 nas manifestagbes clinicas da anemia falciforme", que esta sob a
responsabilidade do pesquisador Diego Antonio Pereira Martins (Endereco: Rua da Palma, n® 575,
apto. 404, Séo José, Recife, PE, CEP: 50020-040 — Fone: (81) 9617-5545 — E-mail:
diego.martinsjr@gmail.com) e sob a orientagao do professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra
((81) 9800-8105 - macbezerra@bol.com.br). Também participam também desta pesquisa: Dr.
Aderson da Silva Araujo ((81) 9976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Antonio Roberto Lucena
de Araujo ((16) 9159-4676 - araujoarl@hotmail.com), Dr. Magnun Nueldo Nunes dos Santos ((19)
9255-8750 - nunes_biom@hotmail.com)

Apo6s ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o(a) Sr.(a) ndo sera
penalizado(a) de forma alguma. O(a) Sr.(a) tem o direito de retirar o consentimento a qualquer
tempo, sem qualquer penalidade.

Nos verificamos que a anemia falciforme é uma doencga de grande incidéncia que altera os
glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode estar interferindo em suas atividades do dia
a dia. Nao estao previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto,
a identificagéo de alteragdes genéticas na anemia falciforme permitira a detecgdo precoce das
principais manifestagdes clinicas da doenca, levando a melhoria do servico prestado e ao
aumento da qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que vocé doasse 5 ml de
sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O risco por nés avaliado para o paciente
€ que em fungao da coleta de sangue, pode haver a formagao de um pequeno hematoma local,
além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificagcdo dos voluntarios, a nao ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados laboratoriais) ficardo armazenados em computador
pessoal sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo
periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) nao pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade,
as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores. Fica também
garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagédo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Em caso de duvidas relacionadas aos
aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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APENDICE B
Avaliacao do gene da Anexina A2 nas manifestacoes clinicas da anemia falciforme.
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apods a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar do estudo "Avaliacao do gene da Anexina A2 nas manifestacoes
clinicas da anemia falciforme", como voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e
esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante

Impressio Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do voluntario em patrticipar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
RESPONSAVEIS PELOS MENORES DE 18 ANOS
(resolucao 466/12)

Convidamos o(a) seu/sua filho(a) ou menor de idade que esta sob sua responsabilidade
para participar, como voluntario(a), da pesquisa "Avaliacgdo do gene da Anexina A2 nas
manifestacdes clinicas da anemia falciforme”, que esta sob a responsabilidade do pesquisador
Diego Antonio Pereira Martins (Endereco: Rua da Palma, n? 575, apto. 404, Sao José, Recife, PE,
CEP: 50020-040 — Fone: (81) 9617-5545 — E-mail: diego.martinsjr@gmail.com) e sob a orientagao
do professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81) 9800-8105 - macbezerra@bol.com.br).
Também participam também desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Araujo ((81) 9976-5136 -
aderson@hotlink.com.br), Dr. Antonio Roberto Lucena de Araujo ((16) 9159-4676 -
araujoarl@hotmail.com), Dr. Magnun Nueldo Nunes dos Santos ((19) 9255-8750 -
nunes_biom@hotmail.com)

Apoés ser esclarecido(a) sobre as informagbes a seguir, no caso de aceitar que seu/sua
filho(a) faga parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, nem o(a)
Sr.(a) ou o(a) seu/sua filho(a) serdo penalizados(as) de forma alguma. O(a) Sr.(a) tem o direito de
retirar o consentimento da participacao dele(a) a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

Nés verificamos que a anemia falciforme € uma doencga de grande incidéncia que altera os
glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode estar interferindo em suas atividades do dia
a dia. Nao estao previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto,
a identificagéo de altera¢des genéticas na anemia falciforme permitira a detecgdo precoce das
principais manifestagcdes clinicas, levando a melhoria do servico prestado e ao aumento da
qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que seu/sua filho(a) doasse 5 ml de
sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O risco por nds avaliado para o paciente
€ que em funcado da coleta de sangue, pode haver a formacao de um pequeno hematoma local,
além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacgdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntdrios, a nao ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados laboratoriais) ficardo armazenados em computador
pessoal sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo
periodo minimo de 5 anos.

O(a) senhor(a) nao pagara nada para o(a) seu/sua filho(a) participar desta pesquisa. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacao serao assumidas pelos pesquisadores.
Fica também garantida indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participagédo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Em caso de duvidas
relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderecgo: (Avenida da Engenharia s/n — 1°
Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DA CRIANGA (OU
DO MENOR DE IDADE)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, responsavel pelo(a) menor , apos a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e
ter esclarecido as minhas ddvidas com o pesquisador responsavel, autorizo a sua
participacao no estudo "Avaliagdo do gene da Anexina A2 nas manifestagdes clinicas da
anemia falciforme", como voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a)
pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como
0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacao dele(a). Foi-me garantido que
posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade para mim ou para meu/minha filho(a).

Local e data

Assinatura do(a) responsavel legal

Impressao Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do voluntario em patrticipar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE E

Tabela suplementar |. Compara¢éo dos achados clinico-laboratoriais de pacientes com AF de acordo com o polim%rgsmo IVS-

Modelo recessivo de heranga genética

Homozigoto selvagem

Caracteristicas dos pacientes g:ggrswtzz 2328?%?’% * heterOZégr(;to (CC + OR (IC 95%) P-\(/Ta;/or
(n=714) (n=88) (n = 350)
No. Y% No. Y% No. Y%
Género 0.905
Masculino 347 48,6 42 47,7 172 49,1 1 (Ref.)
Feminino 367 514 46 52,3 178 50,9 1.058 (0.663-1.69)
Idade (anos), mediana 25 30 30
Intervalo 3 -61 10 -59 7 —61
Idade (anos), categorica
<18 anos 194 272 11 12,5 33 9,4
Entre 18 e 40 anos 422 59,1 61 69,3 242 69,1
>40 anos 98 13,7 16 18,2 75 21,4
Sobrevida 0.565
Sim 665 95 79 94 327 95,6 1 (Ref.)
Nao 35 5 5 6 15 44 1.38 (0.487-3.91)
Hidroxiuréia
Sim 328 459 48 54,5 190 54,3
Nao 386 54,1 40 45,5 160 45,7
Presenca de alfa-talassemia (**) 1.000
Normal 539 76,2 69 78,4 273 78 1 (Ref.)
Mutado 168 23,8 19 21,6 77 22 0.976 (0.554-1.722)
Haplotipo B 0.229
CAR/CAR 399 56,5 56 63,6 197 56,3 1 (Ref.)
Nao CAR/CAR 307 43,5 32 36,4 153 43,7 1.359 (0.839-2.203)
HbF (%), mediana 7,1 6,8 5,95 0.488
Intervalo 0,5-28,5 1-20,7 0,5-26
&?gﬁﬂf%ggigﬁga‘““ 2,53 2,51 2,55 0.568
Intervalo 1,29 — 4,68 1,5-3,63 1,29 — 4,68
Hemoglobina (g/dl), mediana 7,7 7,7 7,8 0.784
Intervalo 42 -11,6 51-99 42 —-11,2
Hematocrito (%), mediana 23,3 23,7 23,6 0.601
Intervalo 12,1 — 35,1 14,8 -31,2 12,1 — 35,1
VCM (fL), mediana 91,8 92,8 93,3 0.830
Intervalo 62,6 — 137,3 66,9 —114,2 62,6 —121,7
HCM (g/dl), mediana 30,7 31,1 30,9 0.713
Intervalo 19,8 — 46,4 21,2-39,3 20,4 - 40,9
&?g‘eﬁgfge‘éﬂﬁ;coc'tos 12,1 11,6 12,05 0.493
Intervalo 4,2 —34,1 45-32 4,2 —34,1
ggr(‘)tj/‘gf’me%?a‘r’]'gq“etas 416 373 405 0.073
Intervalo 115,7-1016 130 -1016 115,7 - 814
g/(j)rjtamgeedrinagg reticulécitos 9.6 9.6 9.8 0.268
Intervalo 0,4-29,2 1,3-20 0,5-29,2
AST (U/L), mediana 43 40 42,5 0.116



Intervalo 11 -235
Lactato desidrogenase (U/L), 838
mediana
Intervalo 192 — 3692
Bilirrubina total (mg/dL),
. 2,81
mediana
Intervalo 0,07 — 37,02
Bilirrubina indireta (mg/dL),
. 2,12
mediana
Intervalo 0,07 - 36,19
Numero de CVQO’s por ano, no ultimo ano
0-2 385 53,9
3-5 272 38,1
>6 57 8

Complicagdes da Anemia falciforme
Colelitiase

Sim 409 68,5

Néo 188 31,5
Sindrome toracica aguda

Sim 82 38

Nao 134 62
Ulceras de perna

Sim 143 51,6

Néo 134 484
Osteonecrose

Sim 84 38,5

Néo 134 615
Acidente vascular cerebral (AVC)

Sim 70 34,3

Nao 134 65,7
Faixa de risco para AVC

Sim 62 31,6

Néo 134 68,4
Priapismo

Sim 97 67,8

Nao 46 32,2

16— 151
800,5
279 - 3188
2,74
0,07 — 13,62
2,04
0,04 —12,78
43 48,9
38 43,2
7 8
58 65,9
27 30,7
14 46,7
16 53,3
27 62,8
16 37,2
15 48,4
16 51,6
15 48,4
16 51,6
7 30,4
16 69,6
12 66,7
6 33,3

11 -235
832
192 — 3692
2,95
0,21 -37,02
2,22
0,13-36,19
162 46,3
150 42,9
38 10,9
229 68,8
104 31,2
45 39,2
68 60,2
96 58,5
68 41,5
57 45,6
68 54,4
47 40,9
68 59,1
31 31,3
68 68,7
71 74,7
24 25,3
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1 (Ref.)
0.976 (0.585-1.628)

1 (Ref.)
1.322 (0.588-2.973)

1 (Ref.)
1.195 (0.598-2.388)

1 (Ref.)
1.118 (0.509-2.458)

1 (Ref.)
1.356 (0.612-3.008)

1 (Ref.)
0.96 (0.359-2.569)

1 (Ref.)
0.676 (0.229-1.998)

0.437

0.488

0.469

0.712

1.000

0.536

0.728

0.842

0.540

1.000

0.562

CAR, Republica centro-africana; HbF, Hemoglobina fetal; VCM, Volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina corpuscular
média; AST, Aspartato aminotransferase; CVO, Crises vaso-oclusivas; AVC, Acidente vascular cerebral;

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05);
**Presenca do traco da alfa (a)-talassemia: delecao -3.7kb (- a 3.7);
tValores néo disponiveis foram excluidos para o célculo do P-valor.
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Figura suplementar |. Probabilidade de desenvolvimento de osteonecrose dependente do valor
categérico da expressao relativa de ANXAZ2, mostrando que pacientes com menores niveis de ANXA2
apresentam maior taxa de desenvolvimento da osteonecrose.
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