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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € marcada pela heterogeneidade fenotipica. Por
isso, sdo realizados estudos que buscam moduladores genéticos da doenca. Um
dos potenciais moduladores € o KLOTHO (KL), importante na biologia do 6xido
nitrico e expressao de moléculas de adeséo. Neste trabalho, objetivou-se genotipar,
por PCR em tempo real, os polimorfismos em KL rs211239, rs685417, rs1207568 e
rs9536314 e analisar a associacdo com as principais complicacdes da AF: acidente
vascular cerebral (AVC), osteonecrose, Ulceras de perna, priapismo, sindrome
toracica aguda e crises vaso-oclusivas (CVOs). Objetivou-se também avaliar a
dosagem da proteina KL solavel utilizando a metodologia de ELISA em individuos
com AF com e sem osteonecrose e Ulceras de perna e com os diferentes genétipos
de rs1207568 e rs9536314. Para analise dos polimorfismos rs211239 e rs685417
foram incluidos 588 individuos com AF. KL rs211239 mostrou-se associado com
CVOs; rs685417, com AVC, priapismo, nimero de complicagbes e com uma menor
incidéncia de priapismo em um menor intervalo de tempo (P < 0,05). KL rs1207568 e
rs9536314 foram genotipados para 689 individuos e ndo mostraram associa¢cao com
as complicacbes (P > 0,05). A dosagem de KL foi feita em 46 individuos e mostrou-
se aumentada em individuos com osteonecrose e haqueles com o genotipo
selvagem (GG) para o polimorfismo rs1207568 (P < 0,05). Percebe-se que KL pode
ser um modulador da doenca, sendo interessante que mais estudos sejam

desenvolvidos para ampliar as investigacoes.

Palavras-chave: rs211239; rs685417; rs9536314; rs1207568; Klotho Soluvel;
Moduladores genéticos.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is marked by phenotypic heterogeneity. Therefore,
studies are carried out that look for genetic modulators of the disease. One of these
potential modulators is KLOTHO (KL), which is important in the biology of nitric oxide
and expression of adhesion molecules. This study aimed to genotype, by real-time
PCR, polymorphisms in KL rs211239, rs685417, rs1207568 and rs9536314 and
analyze the association with the main complications of SCA: stroke, osteonecrosis,
leg ulcers, priapism, acute chest syndrome and vaso-occlusive crises (VOCs). The
objective was also to evaluate the dosage of soluble KL (sKL) protein using the
ELISA methodology in individuals with SCA with and without osteonecrosis and leg
ulcers and with the different genotypes of rs1207568 and rs9536314. For the
analysis of the rs211239 and rs685417 polymorphisms, 588 individuals with SCA
were included. KL rs211239 has been shown to be associated with VOCs; rs685417,
with stroke, priapism, number of complications and with a lower incidence of priapism
in a shorter time interval (P < 0.05). KL rs1207568 and rs9536314 were genotyped
for 689 individuals and showed no association with complications (P > 0.05). The skKL
dosage was performed in 46 individuals and showed to be increased in individuals
with osteonecrosis and in those with the wild genotype (GG) for the rs1207568
polymorphism (P < 0.05). It is noticed that KL can be a modulator of SCA, and it is
interesting that more studies are developed to expand the investigations.

Keywords: rs211239; rs685417; rs9536314; rs1207568; Soluble Klotho; Genetic
Modulators.
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Figura 4 — Base estrutural da formacdo do completo FGF23-aKL-
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permite a ligacdo do FGF-23 com afinidade (Adaptado de Kuro-o
2019).

Figura 5 — Ligacdo de FGF23 ao complexo FGFR-KL levando a
fosforilacdo da AKt e consequente fosforilagdo da eNOS, levando a
producdo de NO (Adaptado de Richter et al., 2016).
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CLINICAL COMPLICATIONS OF SICKLE CELL ANEMIA

Figure 1 — Cumulative incidence of priapism according to genotype of
KL rs685417 (P = 0.036). Individuals with GG genotype had a lower
incidence of priapism (58.5%) when compared to individuals of GA
and AA genotypes (87.5%).
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Figure 1 — Serum sKL levels in SCA individuals with and without
osteonecrosis (ON). Individual with osteonecrosis had higher sKL

levels than control group (P = 0.007).

Figure 2 — (a) Serum sKL levels in SCA individuals with rs1207568
GG and GA+AA genotypes. Individuals with GG genotype had higher
sKL levels than those with GA and AA individuals (P = 0.025). (b) The
association is maintained when individuals with ON are removed (P =
0.013).

Figure 3 — (a) Serum sKL levels in SCA individuals with and without
HU therapy do not show statistically significant difference (P = 0457).
(b) The lack of association is maintained when individuals with ON are
removed (P = 0.500).

Figure 4 — (a) Serum sKL levels in SCA individuals with and without

LUs do not show statistically significant difference (P = 0.109). (b) The
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lack of association is maintained when individuals with ON are
removed (P = 0.149).

Figure 5 — (a) Serum sKL levels in SCA individuals with genotypes TT
and TG for KL rs9536314 do not show statistically significant
difference (P = 0.257). (b) The lack of association is maintained when
individuals with ON are removed (P = 0.397).
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € a doenca monogénica mais comum no mundo,
sendo causada pela heranga em homozigose do gene mutado que codifica a cadeia
globinica B que leva a produgcdo da hemoglobina anormal S (Hb S). Devido a
anormalidade da Hb S, individuos com AF podem apresentar diversas complicacdes
nos mais diversos Orgaos e tecidos do corpo. Porém, mesmo sendo uma doenca
monogénica, € observado que h& individuos que cursam com quadros clinicos
graves, com constantes internacdes e intervengcbes médicas e outros que
apresentam clinica branda, sendo necessario apenas o acompanhamento

ambulatorial.

Essa heterogeneidade fenotipica despertou a necessidade de entender
quais outros fatores estariam modulando o surgimento desses sub-fenétipos.
Percebeu-se que fatores econdmicos e sociais estavam associados: individuos com
maior acesso a assisténcia médica e maiores niveis de escolaridade estariam menos
susceptiveis a algumas complicacbes da doenca, porém apenas esses fatores nédo
explicam a heterogeneidade observada. Surgiu, entdo, a necessidade de investigar
moduladores genéticos que poderiam estar impactando na evolucdo clinica da

doenca.

Assim, genes que estdo envolvidos em vias importantes na fisiopatologia da
doenca passaram a ser investigados. Dois moduladores ja sdo bem aceitos na
literatura: a co-heranga com a talassemia-a e as concentracdes de hemoglobina F
(Hb F). Individuos com AF que também s&o talassémicos-a tendem a apresentar
menos complicacdes de cunho hemolitico e individuos com maiores concentracées
de Hb F tendem a apresentar menos complicacdes de modo geral, uma vez que a
sua presenca inibe a polimerizacdo e precipitacdo da Hb S que € o ponto chave da

fisiopatologia da doenca, levando a hemolise e vaso-ocluséo.

Porém, assim como as variaveis socioeconémicas, apenas a talassemia-a e
a Hb F ndo séo suficientes para indicar o progndéstico do paciente. Assim, torna-se
necessario encontrar mais moduladores genéticos que possam indicar ao clinico o
prognéstico do individuo e entdo orientar as condutas clinicas a fim de prevenir o
surgimento de complicacdes e também que possam vir, se possivel, a se tornar

alvos terapéuticos.
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Neste contexto, surge o gene KLOTHO (KL), descoberto em 1997, quando
foi associado com fendtipo de envelhecimento precoce em camundongos knockout
para o referido gene. Esses animais apresentavam diversas complicagdes, dentre
elas osteoporose e menor expectativa de vida. Com o passar dos anos, muitos
estudos foram desenvolvidos a fim de entender as funcdes das proteinas oriundas
deste gene. Dentre as diversas funcdes descritas estdo: atuacdo como correceptor
obrigatério do hormdnio 6sseo FGF-23, sendo, assim, importante para a homeostase
mineral; importante na biossintese do 6xido nitrico (NO), importante vasodilatador;
atuacao no combate ao estresse oxidativo; inibicdo da via Wnt/B-catenina; e atuacéo

nos processos inflamatorios.

Com tantas funcdes importantes descritas, KL tornou-se alvo de estudo em
diferentes contextos clinicos, seja pela analise de polimorfismos, pela expresséo de
seu mMRNA ou de sua proteina. Na AF, alguns estudos avaliando diferentes
polimorfismos foram descritos a fim de encontrar algum que estivesse associado
com diferentes complicacbes. Com a dosagem da proteina, entretanto, ndo ha

nenhum relato na literatura até o momento.



21

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Historico e Etiologia

Em 1910, um trabalho cientifico que deu inicio a uma longa jornada de
pesquisas foi publicado: o pesquisador James Herrick publicou um relato de caso no
qual descrevia um jovem negro procedente da Illha de Granada que apresentava
clinica inconclusiva com dores generalizadas, Ulceras de perna, ictericia e palidez. O
mais peculiar é que este jovem apresentava eritrocitos alongados, em forma de
foice. Com o passar do tempo, alguns outros estudos observaram que cerca de 8%
dos individuos afro-americanos apresentavam eritrécitos com forma de foice em
seus estiracos sanguineos, porém ainda ndo se sabia o que causava esta condicdo
(HERRICK, 1910).

Em 1947, aqui no Brasil, o estudante de medicina Jessé Accioly descreveu,
observando 21 familias na Bahia, que a doenca era transmitida hereditariamente,
sendo a heranca do tipo autossOmica recessiva. Embora ndo tenha tido grande
prestigio a época, hoje € sabido que foi pioneiro nessa descricdo (Accioly 1947).

Em 1949, Pauling e colaboradores, ao avaliarem individuos com essas
caracteristicas clinicas e laboratoriais, perceberam que, durante a eletroforese de
hemoglobina, as amostras deles apresentavam perfis de corrida diferentes daquelas
de individuos tomados como controles. Assim, esta doenca passou a ser a primeira
historicamente descrita como causada por um defeito molecular (PAULING et al.,
1949).

Ja em 1956, o pesquisador Ingram descobriu que esta alteracdo no padrao
eletroforético da hemoglobina provinha de uma troca de um acido glutamico (glu) por
uma valina (val) na cadeia globinica B que hoje sabemos que é devida a uma
mutacao que leva a troca de uma adenina (A) por uma timina (T) no sexto cédon do
gene que codifica a cadeia globinica B (HBB; BS GAG—GTG; glubval), de
localizacdo cromossémica 11p15.5 (INGRAM, 1956).

Nestes 111 anos, muitas respostas foram trazidas: esta doenca descrita pela
primeira vez em 1910 é chamada doenca falciforme (DF) por causa dos eritrocitos
em forma de foice observadas nestes individuos. A mutacdo que leva a troca de
aminoacido (aa) e, consequentemente, a formagdo de uma hemoglobina defeituosa

gera o0 que se chama de hemoglobina S (Hb S, formada pelas cadeias globinicas
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a2B%2), que substitui a hemoglobina normal A (Hb A, formada pelas cadeias
globinicas a2B2), que é a predominante em individuos sem hemoglobinopatias
(KATO et al., 2018). Individuos que herdam um alelo que codifica a Hb S e outro que
codifica a Hb A (HbAS) sdo chamados de portadores do traco falciforme, ndo
tendem a apresentar complicacfes clinicas, sendo importante o diagndstico para
casos de aconselhamento genético e para haver precaucdes em situacdes de baixa
disponibilidade de oxigénio, como mergulhos em &guas profundas e atividades de
intenso esforco fisico (ARAUJO et al., 2004). Quando o alelo que codifica a Hb S é
herdado em associacdo com outro alelo que codifica outra hemoglobina variante
(como, por exemplo, Hb C, Hb D, Hb S, talassemia-8), chama-se genericamente de
doenca falciforme (DF), com gravidade variavel. No caso da heranca em
homozigose da Hb S, tem-se um termo para essa condicdo: anemia falciforme (AF),
gue tende a ser o quadro mais grave dentre as DFs (BALLAS, 2018; WARE et al.,
2017).

2.2.2 Epidemiologia

Estudos sugerem que a mutacéo que leva a codificacdo da Hb S surgiu na
Africa e na Asia, tendo se mantido evolutivamente por, naqueles individuos
heterozigotos, fornecer protecdo contra a malaria (individuos HbAS apresentam até
90% menos chances de apresentarem a forma grave da malaria) (KATO et al., 2018;
PAGNIER et al., 1984).

Com o trafico negreiro que levava Africanos para trabalhos forgados ao redor
do mundo, houve a presenca da mutacdo nos mais diversos locais do Globo
(AURICCHIO et al., 2007; HUTTLE et al., 2015; KATO et al., 2018). De acordo com
a Carga Global de Doenca (Global Burden of Disease — GBD), 3,2 milhdes de
pessoas vivem no mundo com DF, 43 milhdes sédo portadoras do traco e 176.000
pessoas morrem por ano em decorréncia de complicacbes da doenca (SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019).

O Brasil € um dos paises que mais recebeu Africanos para serem
escravizados, cerca de 4 milhdes. Por causa desse fato, € um pais com alta
presenca de Hb S. Estima-se que cerca de 5-6% da populacdo brasileira seja
portadora do alelo S (ADORNO et al., 2004; AURICCHIO et al., 2007), sendo cerca
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de 7 milhdes de portadores (HbAS) e cerca de 30.000 individuos com AF
(CANCADO; JESUS, 2007).

Devido a alta prevaléncia e a gravidade que pode existir no curso clinico da
doenca, em 2001 o Ministério da Saude instituiu, mediante a Portaria n® 822/01, a
pesquisa de hemoglobinopatias como parte do Programa Nacional de Triagem
Neonatal, permitindo, a partir de entdo e da adesédo dos Estados, o levantamento
epidemioldgico mais detalhado. Conforme esperado, percebeu-se que Estados que
contaram de maneira mais expressiva com a populacao Africana em sua formacéo
étnica apresentavam maiores numeros de individuos com DF, como € o caso de
Pernambuco, onde 1 em cada 23 nascidos vivos possui o traco falciforme e 1 em
cada 1.400 nasce com DF (BRASIL, 2012; CANCADO; JESUS, 2007). Por outro
lado, Estados que contam com menor participacao Africana em sua formacao étnica
apresentam menos individuos portadores do alelo S, como € o caso de Santa
Catarina, em que dados de 2014 mostram uma propor¢do de 1 em cada 13.500
individuos (BRASIL, 2014).

2.2.3 Fisiopatologia

A fisiopatologia da AF é complexa, conta com a participacdo de diversos
componentes circulatorios (eritrdcitos, reticuldcitos, leucécitos, plaquetas e endotélio)
e com a ocorréncia simultinea e retroalimentada de hemodlise, vaso-ocluséo,
inflamagéo e coagulagéo (KATO et al., 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019;
ZAGO; PINTO, 2007).

O evento chave que desencadeia todos os demais € a polimerizacdo da Hb
S, que acontece quando ela é submetida a fatores como, por exemplo, a
desoxigenacdo (CESAR et al., 2019; ZAGO; PINTO, 2007). Quando desoxigenada,
essa hemoglobina expde seus motivos hidrofébicos de valina e polimeriza-se no
eritrocito, deformando-o e deixando-o rigido. Dentre as formas que a célula pode
assumir, a mais comum delas é a forma de foice — 0 que da nome a doenca. Essa
falcizacdo é reversivel, de modo que, apés reoxigenada, a célula volta a sua forma
normal. Mas sucessivos ciclos de desoxigenagéo e reoxigenacao levam a falcizacao
irreversivel e danos irreparaveis a membrana. Quanto maior a concentracdo de Hb S
no interior da ceélula, mais polimerizacdo acontecera (por isso, individuos com AF

tendem a apresentar clinica mais grave). Outros fatores que estao associados com a
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polimerizacdo da Hb S sdo pH, temperatura, quadro de hidratacdo do organismo e
concentracdo de hemoglobina fetal (Hb F) — no caso desta Ultima, sua concentracéo
€ inversamente proporcional a taxa de polimerizacdo. A partir dessa polimerizacao
da Hb S, h4 um desencadeamento de fendmenos que levam a danos a todo o
organismo (BALLAS, 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019; ZAGO; PINTO,
2007).

Um desses fendmenos é a intensa hemodlise. Devido aos danos a
membrana, os eritrocitos de individuos com AF circulam por um tempo cerca de 75%
menor do que o tempo de vida normal, que é de 90 a 120 dias, levando os pacientes
a cursarem com um quadro de anemia crbnica (KATO et al., 2018; KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007). Essa hemolise pode acontecer tanto de maneira
intra como extravascular. A porgdo extravascular representa cerca de 70% da
hemolise registrada nos pacientes, acontecendo devido a captura dos eritrocitos
danificados pelo sistema reticulo endotelial. Os outros 30% sdo derivados da
hemdlise intravascular, que acontece mediada pelo sistema complemento, o qual
detecta alteragcbes na membrana (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; TAYLOR et
al., 2008).

Quando intravascular, o processo hemolitico leva a liberacdo dos
componentes que até entdo estavam dentro da célula e causam danos diretos aos
vasos e a disfuncéo endotelial, como hemoglobina, arginase e ADP. Esses produtos
da hemdlise sdo considerados padr6es moleculares associados a danos originarios
de eritrocitos (do inglés, eDAMPS - Erythroid damage-associated molecular pattern
molecules) (GLADWIN; OFORI-ACQUAH, 2014).

A hemoglobina livre liberada no plasma sequestra o 6xido nitrico (NO), forma
metehemoglobina e nitrato, gera espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais
danificam o endotélio e estimulam um processo inflamatério. Além disso, ela é
oxidada e deixa o grupamento heme e o ferro livres, 0s quais ativam um processo
inflamatorio estéril. A arginase reage com a L-arginina, que € substrato para
formacdo de NO. O ADP e a hemoglobina estimulam a ativacdo plaguetaria e a
coagulacao (GAARDER et al., 1961; GLADWIN; OFORI-ACQUAH, 2014; HELMS et
al., 2013; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019; VILLAGRA et al., 2007).

Percebe-se entdo que a hemodlise intravascular compromete de maneira

importante a biodisponibilidade de NO (o qual é importante para regular o ténus
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vascular, a funcdo plaquetaria, inflamacdo, expressdao de moléculas de adeséao
endoteliais e combater o estresse oxidativo), estimula danos endoteliais, inflamacéo
e ativacdo plaquetaria (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017; STEINBERG, 2008a).

Além da hemodlise, a vaso-oclusdo € outro evento importante para os danos
fisiologicos observados nos pacientes com AF. Como o préprio nome diz, trata-se da
oclusdo de vasos, levando a infartos teciduais em diversos 6rgaos, que conta com a
participacdo dos eritrocitos, reticulocitos, endotélio, leucdcitos e das plaquetas, que
se ligam entre si e obstruem os vasos (CONRAN; COSTA, 2009; WARE et al., 2017,
ZAGO; PINTO, 2007).

Os eritrécitos falcizados apresentam em sua face externa da membrana
diversas moléculas que em condi¢cées normais estariam em sua face interna, como,
por exemplo, a fosfatidilserina (PS), a molécula de adeséo intercelular 4 (ICAM-4) e
molécula de adesao celular basal-1 (BCAM-1/Lu), as quais 0s tornam mais adesivos
entre si, com outras células e com o endotélio. Além disso, devido a hemodlise
crbnica, os pacientes com AF cursam com importante reticulocitose e os reticuldcitos
sdo, por si s6, mais adesivos, uma vez que expressam mais moléculas adesivas,
como o CD36. Devido a ativacdo endotelial, ha maior expressdao de moléculas
adesivas, como a molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1) e molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM-1) e também das selectinas plaquetarias e endoteliais. Além
disso, como citado anteriormente, h4 um quadro inflamatério e de ativacdo
plaguetaria, o que faz com que leucdcitos e plaquetas também contribuam para a
oclusdo (BISWAL et al.,, 2019; CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009;
SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

Todos esses eventos ocorrem de maneira simultanea, retroalimentam-se e
sdo, a0 mesmo tempo, causa e efeito uns dos outros (Figura 1). Eles levam as
diversas complicagBes clinicas que os individuos estdo susceptiveis a apresentar

como consequéncia da doenca.
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Figura 1 - Fisiopatologia da AF: a desoxigenacdo leva a polimerizacdo da Hb S e consequente
falcizacao do eritrocito. Os eritrécitos falcizados desencadeiam a oclusdo microvascular através de
interacdes com neutrdfilos e plaquetas ativados e adesdo ao endotélio vascular, levando a isquemia e
hipoxia tecidual e lesdo de reperfusdo. A hemdlise leva a liberagcdo de hemoglobina que € oxidada e
libera heme. O heme funciona como um padrdo molecular associado a danos que ativa as células
endoteliais, macréfagos e neutréfilos e promove a formag&o de NETSs via ligagdo com o TLR4. NET:
neutrophil extracellular trap, ROS: Espécies reativas do oxigénio, VWF: fator de von Willebrand,
TLRA4: receptor do tipo Toll 4 (Adaptado de Williams and Thein 2018).

2.2.4 Complicacg0fes clinicas

Devido a complexa fisiopatologia, todos os 6rgdos dos individuos com AF
podem ser afetados e diversos fenétipos podem surgir. Algumas das complicacbes
gue os acometem sdo eventos agudos e outras sao resultado de danos progressivos
gue ocorrem ao longo do tempo, especialmente com o aumento da expectativa de
vida dos individuos com AF (WILLIAMS; THEIN, 2018; ZAGO; PINTO, 2007).

Uma das mais importantes complicacdes apresentadas pelos pacientes sao
as crises agudas de dor (ou crises vaso-oclusivas, CVOs), que constituem a principal
causa de internacdo hospitalar dos individuos com AF (NOVELLI; GLADWIN, 2016;
QUINN, 2013). Causada pela oclusédo microvascular que leva a isquemia dos tecidos
e provoca uma resposta inflamatéria aguda, as crises dolorosas atingem diversas
regides do corpo. Criangas entre seis meses e dois anos de idade apresentam
frequentemente, nos pés e maos, episddios dolorosos que sdo conhecidos como
dactilite (CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009). Essas dores podem ser

leves e tratadas com analgesia simples e hidratacdo, porém ha casos de dor intensa
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e incapacitante, fazendo necesséaria a administracdo de fortes opioides que em
alguns casos causam dependéncia nos pacientes (BALLAS, 2018; WILLIAMS;
THEIN, 2018).

A segunda principal causa de hospitalizacbes nos pacientes com AF e
principal causa de Obito (cerca de 9% de mortalidade se nao tratada) é a
complicacdo pulmonar conhecida como sindrome toracica aguda (STA) (BALLAS,
2018). De patogénese complexa, pode ser desencadeada por diferentes fatores,
como, por exemplo, infecgdes, infarto na medula éssea esternal, eventos que levem
a hipoventilacéo, crises vaso-oclusivas e hemoliticas e embolismo (FAROOQ; ABU
OMAR; SALZMAN, 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). E diagnosticada
quando ha achado radiografico de novo infiltrado pulmonar, podendo estar
acompanhado de sintomas como febre, tosse e dor toracica (HOWARD et al., 2015).

Outro evento agudo muito comum nos individuos com AF € o priapismo,
caracterizado como uma erecdo peniana prolongada e dolorosa que acontece na
auséncia de estimulo sexual e acomete até 40% dos homens com a doenca
(STEINBERG, 2008b). Na maioria dos casos, hd veno-oclusdo que mantém o
sangue nos corpos cavernosos, levando a erecdo com dor e, apesar desse evento
vaso-oclusivo, a hemodlise tem importante participacdo: a diminuicdo da
biodisponibilidade NO leva a reducéo de fosfodiesterase-5, a qual, quando presente
nas quantidades ideais, inativa o0 GMP ciclico (cGMP), que € um importante agente
causal da erecdo peniana (ARDUINI; TROVO DE MARQUI, 2018; VICARI;
FIGUEIREDO, 2007). Outro achado que sugere relacdo causal com a hemodlise é
gue os pacientes apresentam elevadas dosagens de marcadores hemoliticos no
sangue (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

A fisiopatologia da AF também predispde um outro evento agudo de grande
morbimortalidade: o acidente vascular cerebral (AVC), que pode ser tanto isquémico
(secundario a oclusdo de uma artéria) como hemorragico (causado por rupturas de
aneurismas devido ao dano vascular que acontece com o endotélio) (SWITZER et
al., 2006). Criangas com AF apresentam até 300 vezes mais chances de
desenvolver essa complicagdo quando comparadas aguelas sem a doencga, sendo o
AVC responsavel por 20% dos 6bitos nesses pacientes entre 5 e 10 anos e também
o0 responsavel por deixar 70% desses individuos acometidos com sequelas
cognitivas e motoras (OHENE-FREMPONG et al., 1998).
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Além dessas complicacbes de carater agudo, também existem aquelas que,
devido aos sucessivos episoédios vaso-oclusivos e hemoliticos, acometem outras
partes do organismo de maneira crénica (ZAGO; PINTO, 2007). Uma delas é a
osteonecrose, complicacdo muito comum em adultos com AF. Devido aos
sucessivos episddios de vaso-oclusdo na microvasculatura éssea, danos teciduais
acontecem e podem evoluir para infartos das superficies articulares com
consequente degeneracdo e necrose tecidual (SILVEIRA; GUEDES; DALTRO,
2010). No Brasil, cerca de 11,1% dos individuos com AF sdo acometidos, sendo a
prevaléncia aumentada com o aumento da idade (DALTRO et al.,, 2018). Mais
comum na regido osteoarticular do quadril, a necrose avascular causa intensas
dores que limitam a locomoc¢éo do individuo e diminuem sua qualidade de vida. O
anico tratamento disponivel € a artroplastia, porém é um procedimento que
apresenta alta morbimortalidade e, em muitos casos, requer nova cirurgia em até 10
anos. Pode ser diagnosticada por exames de raio X, porém a melhor técnica é a
ressonancia magnética (ALMEIDA; ROBERTS, 2005; BEZERRA; DAHER; ROCHA,
2012; MILNER et al., 1991).

LesBes ulcerativas nos membros inferiores (ou Ulceras de perna) também
sdo comuns dentre as complicacdes, acometendo entre 5% e 10% dos adultos,
podendo causar muita dor e prejudicar a qualidade de vida (BALLAS et al., 2010).
Os sucessivos fenbmenos vaso-oclusivos e hemoliticos levam a danos teciduais que
podem predispor o surgimento das ulceragbes que sdo mais comuns na regido dos
maléolos medial e lateral e também na regido frontal da perna e calcanhares
(MINNITI et al., 2010). A vaso-oclusdo, ao causar hipéxia e inflamacéo, leva aos
danos teciduais e a intensa hemolise também contribui de maneira importante, uma
vez que em outras anemias hemoliticas essa complicacdo € observada (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007; PALADINO, 2007). Além dos fatores internos,
fatores externos podem desencadear o aparecimento da leséo inicial, como, por
exemplo, picadas de insetos. Por isso, regides tropicais e precarias condi¢coes
socioecondmicas também estdo associados a maiores indices de individuos com as
lesdes (ALAVI; KIRSNER, 2015).

Esses individuos  também podem desenvolver  complicacdes
cardiovasculares diversas, as quais sao atribuidas a anemia hemolitica crbnica, a

reflexo de alteragbes pulmonares, aos episodios de isquemia e microinfartos
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teciduais e também, em alguns casos, devido ao deposito de ferro associado as
transfusdes sanguineas que podem ocorrer com frequéncia importante em alguns
casos (MARTIN-NUNEZ et al., 2014; PAVLU et al., 2007). Dentre as alteracdes que
podem surgir, podem ser citadas a cardiomegalia, cardiomiopatia e insuficiéncia
congestiva cardiaca (ICC) (BALLAS et al.,, 2010). As causas ainda ndo sao bem
elucidadas e, além disso, a complicacdo cardiovascular, apesar de importante na
clinica do paciente, é pouco valorizada no contexto geral da doenca.

Além dessas complicacbes supracitadas, a AF pode levar a danos em
diversos outros 0Orgdos: 0s pacientes podem apresentar, por exemplo, danos
oculares, auditivos e renais. Na Figura 2 podem ser observadas algumas das

complicacBes que acometem diferentes érgéos e tecidos.
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Figura 2 - Complicacdes clinicas da AF. Complicagbes agudas séo aquelas que necessitam de rapido

atendimento médico. Complicac¢des cronicas sdo resultantes de sucessivas lesdes teciduais ao longo
do tempo. Com o aumento da expectativa de vida dos individuos com AF, hd aumento dos relatos de
casos de individuos com tais complicacfes (Adaptado de Kato et al., 2018).

Apesar de ser uma condicdo monogénica, a AF é caracterizada por notavel
heterogeneidade fenotipica, havendo relatos de cursos clinicos muito distintos entre
os individuos (STEINBERG; SEBASTIANI, 2012).

Parte dessa heterogeneidade da-se por fatores socioeconémicos: em
regides com melhores condi¢des sociais, a mortalidade infantil foi bem superada e a

expectativa de vida é maior (CHOU; FASANO, 2016). Em Londres, por exemplo, a
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expectativa de vida de pacientes com DF chega a 67 anos, enquanto em algumas
regides Africanas, a mortalidade infantil permeia entre 50% e 90% das criangcas com
DF (KATO et al., 2018). No Brasil, a expectativa de vida de pacientes com AF ainda
é inferior a 45 anos (MARTINS; MORAES-SOUZA; SILVEIRA, 2010).

Essas variaveis sociais, entretanto, ndo explicam em sua totalidade os
diversos fendtipos observados, uma vez que individuos inseridos no mesmo
contexto social, com acesso aos mesmos cuidados, podem apresentar clinicas
discrepantes (SEBASTIANI et al., 2010). Dessa maneira, diversos estudos passaram
a avaliar fatores genéticos que poderiam estar associados com essa
heterogeneidade fenotipica tdo marcante na doenca (BALDWIN et al., 2005; JACOB
et al., 2017; SEBASTIANI et al., 2010; STEINBERG, 1996; STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012).

Dentre os moduladores genéticos estudados, dois possuem resultados bem
debatidos na literatura: os hapldétipos BS, que influenciam na concentracdo de
hemoglobina fetal (Hb F), e a co-heranga com a talassemia-o. (BITOUNGUI et al.,
2015; DOMINGOS et al., 2014; HIGGS et al., 1982).

O gene HBB, que codifica a cadeia globinica B, esta em desequilibrio de
ligacdo com cinco haplétipos distintos (determinados pelas diferentes combinacfes
entre um grupo de sitios de restricdo no cluster B). Essas combinacdes resultam
nos cinco haplétipos B conhecidos: Arabe-Indiano ou Saudi (ARB ou SAU), Bantu
ou Republica Centro Africana (BAN ou CAR), Benin (BEN), Senegal (SEN) ou
Camardes (CAM). Além desses, ha um sexto, o haplétipo atipico, que néao
corresponde a nenhum dos padrbes, podendo ocorrer por mutacdes pontuais que
ocorram nos sitios polimérficos de restricdo (SHRINER; ROTIMI, 2018; ZAGO et al.,
2000). No que diz respeito a origem desses diferentes haplotipos, ha duas teorias: a
multicéntrica, que defende que houve origem multicéntrica da mutacéo em diferentes
regides da Asia e Africa e, a partir de entdo, espalhou-se pelos outros continentes
(dessa teoria temos 0os nomes dos haplétipos); e a teoria unicéntrica, que defende
gue a mutacdo que leva a sintese da Hb S teve uma Unica origem e depois passou
por outras mutacbes gerando os haplotipos (BEZERRA et al.,, 2007; SHRINER,;
ROTIMI, 2018; ZAGO; PINTO, 2007).

Enquanto a origem dos haplétipos ainda é analisada, € sabido como eles

influenciam no fendétipo da AF. Haplétipos que apresentam o sitio de restricdo para a
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enzima Xmnl estdo associados com maior producdo de cadeias globinicas y© e,
consequentemente, com maiores concentracdes de hemoglobina fetal (Hb F, a2y2).
Quanto mais Hb F o individuo com AF apresenta, mais chances de cursar com
clinica mais branda existem, uma vez que ela ndo participa da formacdo dos
polimeros de Hb S e até inibe sua formagdo (AURICCHIO et al., 2007; FLEURY,
2007; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; XU et al., 2015). Os hapl6tipos ARB e
SEN apresentam maiores concentracdes de Hb F, tendendo a cursar com clinica
mais branda; haplotipo BEN cursa com concentragfes e clinicas intermediarias; e o
haplétipo CAR, mais comum na maioria das regides do Brasil, cursa com menores
concentragdes e tende a cursar com clinica mais complicada (BELINI JUNIOR et al.,
2015; WILLIAMS; THEIN, 2018; ZAGO et al., 2000).

A co-herancga com a talassemia-a (hemoglobinopatia que diminui a producéo
de cadeias globinicas do tipo o) também é um modulador importante na AF. Com
essa diminuicdo de cadeias o, ha desbalanco de sintese entre as cadeias a. e B e
consequente diminuicdo da producdo de Hb S. Com menos Hb S, h4 menor taxa
hemolitica (os individuos hetero e homozigotos para a delecdo do gene o cursam
com menores concentracbes de marcadores hemoliticos, como lactato
desidrogenase, LDH, e bilirrubina indireta, Bl) e consequente diminuicdo de
frequéncia de algumas complicagdes da doenca (BELISARIO; VIANA, 2011;
FERTRIN; COSTA, 2010; STEINBERG; EMBURY, 1986).

Embora bem aceitos na literatura como moduladores da doenca, haplotipos
BS e talassemia-a também ndo sdo suficientes para explicar a heterogeneidade
fenotipica da doenca. Diante disso, entdo, diversos grupos ao redor do mundo
passaram a estudar polimorfismos de nucleotideo Unico (em inglés, Single
nucleotide polymorphisms, SNPs - muta¢des que ocorrem com frequéncia acima de
1% na populagdo) em genes envolvidos em vias importantes na fisiopatologia da
doenca, como, por exemplo, nas vias de inflamacao, de expressdo de moléculas de
adeséao, producdo de NO e hemostasia a fim de encontrar mais moduladores da
doenca e assim poder auxiliar na indicacdo de prognaostico dos pacientes (FERTRIN;
COSTA, 2010; HABARA; STEINBERG, 2016; STEINBERG, 2008b).
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2.2 KLOTHO

Em 1997, um grupo de pesquisadores, trabalhando com criacdo de
camundongos transgénicos a partir da insercdo de transgene por micro-injecéo,
produziram animais e um deles, além de ndo expressar o transgene inserido, ao ser
cruzado para gerar homozigotos, gerou descendentes com fendtipos de
envelhecimento precoce (apresentavam, por exemplo: distarbio de marcha,
arteriosclerose, osteoporose e atrofia de 6rgdos) e menor expectativa de vida. Ao
analisarem o que poderia ter acontecido, viram que a insercdo do transgene havia
se dado em uma regido promotora de um gene que ainda nao havia sido descrito.
Dessa maneira, entdo, nomearam-no como Klotho, que na mitologia Grega seria a
divindade responsavel pelo curso da vida (Clotho) (KURO-O et al., 1997).

Essa descoberta gerou grande interesse cientifico e diversos grupos
passaram a desenvolver pesquisas a fim de entender melhor este gene, seus
produtos e suas fungdes (KATO et al., 2000; KURO-0O, 2019; KUROSU et al., 2005;
MATSUMURA et al., 1998).

Em 1998, foi identificado o gene Klotho humano por Matsumura e cols.
Localizado no cromossomo 13, € um gene composto por 5 éxons e 4 introns que
gera dois transcritos devido a um splicing alternativo no éxon 3 (MATSUMURA et al.,
1998). Um desses transcritos € um RNA mensageiro (mMRNA) que codifica uma
proteina de 1012 aminoéacidos (aa) e o outro € menor (MATSUMURA et al., 1998).
Evidéncias recentes sugerem que este transcrito menor ndo chega a ser traduzido,
sendo rapidamente degradado (CHEIKHI et al., 2019). Dessa maneira, € a proteina
resultante do transcrito maior a responsavel pelas func¢des de KL.

Constituida por trés dominios, a proteina KL tem uma sequéncia sinalizadora
N-terminal, um dominio extracelular que tem duas repeti¢cdes internas (dois dominios
extracelulares homologos) chamadas KL1 e KL2 (ou KL1 e KL) e um pequeno
dominio transmembrana (10 aa). Ela é expressa em alguns 6érgdos e tecidos do
corpo, como nos rins, glandula paratireoide e algumas regides do cérebro (LIM et al.,
2015; MATSUMURA et al., 1998). KL é alvo de modificacdes pds-traducionais sendo
clivada pelas proteinas ADAM-10, ADAM-17 e BACE-1, gerando KL soluvel, que
pode ser detectado no sangue, na urina e no liguor e atua de modo humoral em todo

o organismo (CARARO-LOPES et al., 2017). O “corte o” leva a clivagem apos a
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porgcdo transmembrana e o “corte 7, a clivagem entre os dominios extracelulares
KL1 e KL2 (Figura 3) (CHEIKHI et al., 2019; KURO-O, 2019).

E importante ser dito que ja foram descritas outras proteinas da mesma
familia de KL, oriundas dos chamados f-Klotho e »~Klotho, sendo, por isso, o Klotho,
em alguns trabalhos, reportado como a-Klotho (KURO-O, 2019), que é o foco deste

trabalho.
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Figura 3 - Gene KL e seus transcritos. KL é constituido por cinco éxons e quatro introns. Pode sofrer

/
o

splicing alternativo gerando transcritos que ndo sdo traduzidos. O transcrito canénico codifica a
proteina KL transmembrana que tem dois dominios homologos KL1 e KL2. Ela pode ser clivada com
o corte a, que gera um KL soluvel de “comprimento total”, enquanto a clivagem do corte B resulta em
KL1 e KL2 separados (Adaptado de Cheikhi et al., 2019).

2.2.1 Funcoes

Desde a sua descoberta, KL passou a ser bastante estudado e, em virtude
disso, passou a ter diversas funcdes descritas, tal como sua associacdo com
diversas patologias (DALTON et al., 2017; HUM et al, 2017; MENCKE;
HILLEBRANDS, 2016).

KL transmembrana atua como correceptor obrigatério do horménio FGF-23
produzido pelos ostedcitos. Essa associacdo passou a ser avaliada a partir do
momento que estudos mostraram que os animais knockout para o FGF-23
apresentavam fenoétipo semelhante aos animais knockout para o KL (diminuigdo no

tempo de vida, retardo no crescimento e fenoétipos ésseos anormais) (KURO-O et al.,
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1997; SHIMADA et al., 2004). Em 2006, Urakawa e cols. mostraram que expressao
de KL aumentava a afinidade da ligacdo de FGF-23 ao seu receptor e que a inibicdo
de KL fazia com que a funcao de FGF-23 fosse anulada (URAKAWA et al., 2006).
Hoje, é sabido que KL promove uma alteracdo estrutural no receptor de FGF-23
permitindo que a ligacdo ocorra com maior afinidade (KURO-O, 2019; KUROSU,;

KURO-O, 2009) (Figura 4).
) N- terminal C- terminal

FGFR1c oKlotho
L fer—-

Célula tubular renal

Figura 4: Base estrutural da formacdo do completo FGF23-aKL-Receptor de FGF (FGFR1c). O
dominio KL2 da proteina a-KL tem uma protuberéncia, a RBA (do inglés, Receptor-binding-arm) que
se liga ao dominio D3 do receptor de FGF-23, FGFR1c. Essa interagdo permite a liga¢gdo do FGF-23
com afinidade (Adaptado de Kuro-o 2019).

Devido a essa associacdo com FGF-23, KL transmembrana esta ligado as
acOes desse hormoénio, que sédo associadas a homeostase do fésforo, vitamina D e
célcio no organismo (OLIVEIRA; MIYSES, 2010).

O FGF-23 € um horménio produzido pelos ostedcitos em resposta a ingestao
de fosfato. Ao ligar-se aos seus receptores nos rins, FGF-23 induz a internalizacéo
dos transportadores NPT2A (do inglés, sodium dependent phosphate transport
protein 2A) que sao responsaveis pela reabsorcdo de fosfato nas células tubulares
proximais. Dessa maneira, FGF-23 é um hormdénio fosfatlrico (LIU; QUARLES,
2007; MURER; FORSTER; BIBER, 2004; OLIVEIRA; MIYSES, 2010). No que diz
respeito a vitamina D (horménio que age regulando a absorcdo intestinal e
reabsorgdo intestinal de calcio e fésforo), o seu aumento na forma ativa leva ao
aumento da expressdo de FGF-23 e ele, por sua vez, diminui as concentragdes
séricas da vitamina (KUROSU; KURO-O, 2009). O FGF-23 inibe a 1-a-hidroxilase,

gue converte vitamina D inativa em ativa e, além disso, aumenta a expressao da 24-
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hidroxilase, que converte a forma ativa em forma inativa (KURO-O, 2019). Além
dessas funcdes, FGF-23 também atua aumentando a expressao dos transportadores
ibnicos de sodio e calcio nos tubulos convolutos distais renais, aumentando a
reabsorcdo desses ions (KURO-O, 2019). Temos, entdo, que KL transmembrana
esta envolvido no metabolismo mineral por ser fundamental na acdo do FGF-23.

Outra funcdo descrita de KL € com a biologia do 6xido nitrico. Em 1998,
Saito e cols. analisaram camundongos selvagens e camundongos klotho (assim
chamados para fazer referéncia a animais mutados) homo e heterozigotos e suas
respostas a vasodilatacdo apds exposicdo a acetilcolina. Observaram que o0s
animais klotho possuiam vasodilatacdo comprometida quando comparados aos
animais selvagens. Mediram também os metabalitos nitrato e nitrito na urina desses
animais e perceberam que os mutados apresentavam concentracbes menores do
gue os selvagens. Outro achado importante foi o de que, apés parabiose entre
animais selvagens e mutados, os mutados apresentaram melhora na analise de
vasodilatacdo, sugerindo que KL soluvel ao entrar na circulagdo deles atuou na
sintese de NO. Outros estudos reproduziram essas conclusdes sobre KL estar
associado a biologia do NO, porém ndo se sabia como esta modulacdo estaria
ocorrendo (NAGAI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2002; SAITO et al., 1998, 2000).

Com o passar do tempo e desenvolvimento de novas pesquisas, elucidacdes
de como o KL atua no estimulo & sintese de NO foram surgindo. O KL
transmembrana € correceptor obrigatério do FGF-23, de modo que o FGF-23
consegue se ligar ao seu receptor com maior afinidade com a presenca de KL. O
FGF-23, por sua vez, ao ligar-se ao seu complexo receptor FGFR/KL, fosforila Akt,
que fosforila eNOS e leva a sintese de NO (RICHTER et al., 2016). Esses dados
foram encontrados também em estudo que mostrou que culturas de células
endoteliais expressando KL transmembrana, na presenca de FGF-23, produziam
mais NO do que aquelas que tinham a expressédo de KL subtraida (CHUNG et al.,
2017) (Figura 5). Além dessa atuagéao junto ao FGF-23, KL solavel também estimula
a producdo de NO por fosforilar a eNOS na serina da posicdo 1177 e induzir a
expressao da iNOS (SIX et al., 2014).
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Figura 5 - Ligacdo de FGF23 ao complexo FGFR-KL levando a fosforilacdo da AKt e consequente

fosforilacdo da eNOS, levando & producdo de NO (Adaptado de Richter et al., 2016).

O KL soluvel, que atua em diversos tecidos do corpo como um hormonio,
tem também muitas fun¢des descritas. Uma delas é a inibicdo da via de sinalizacao
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), um mecanismo conservado
evolutivamente como supressor de envelhecimento (SOERENSEN et al., 2012). KL
suprime a auto fosforilagdo dos receptores de insulina/IGF-1 e assim suprime a
cascata de sinalizacdo dessa via, que inclui, por exemplo, a fosforilagdo de PI3K
(KUROSU et al., 2005). Essa acao esta ligada a supressdo do envelhecimento
porque a via de sinalizacdo insulina/IGF-1 faz com que haja inibicdo dos fatores de
transcricdo FOXOs, 0s quais s&o importantes para a expressao das enzimas
antioxidantes catalase e MnSOD:2 (manganese superoxido dismutase 2). Se
ndo € prejudicada (DALTON et al., 2017). Além dessa atuacdo antioxidante via
insulina/IGF-1, estudos demonstram que KL ativa o fator de transcricdo Nfr2,
importante na transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, como
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) (DANESHGAR; DAI, 2020; HAHN;
OLIVEIRA; BOCK, 2017). Também foi descrito que inibe a via de sinalizacdo Wnt/[3-
catenina atuando como antagonista por se ligar a ativadores da via, que é
responsavel por diversos processos biolégicos, como proliferacdo celular,
angiogénese e morte celular. Uma vez ndo ativada, a B-catenina permanece no

7

citoplasma sendo degradada e ndo é translocada ao nucleo para estimular a
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diferenciacdo celular. O equilibrio dessa ativacdo € importante para evitar o
envelhecimento precoce (se ativada de modo exacerbado, pode levar a deplecéao de
células tronco e acelerar o processo de envelhecimento) e outras complicacdes,
como desenvolvimento de tumor (CARRILLO-LOPEZ et al.,, 2021; CLEVERS;
NUSSE, 2012; KIRSTETTER et al., 2006).

Outra funcdo descrita de KL é sua atuagcdo na supressédo de expressao de
moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 quando sob estimulo inflamatorio.
Maekawa e cols. demonstraram que, ao expor células endoteliais de cordao
umbilical humano ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)), aumentava a expressao
de mRNA de VCAM-1 e ICAM-1. Ao administrar essa citocina inflamatoria
juntamente com KL, observaram reducéo nessa expressao, indicando que KL estava
envolvido na supressdo da expressdo dessas moléculas de adesdo quando
existente um estimulo inflamat6rio. Além disso, perceberam também que na
presenca de KL a adesdo de mondcitos as células endoteliais estimulada pelo TNF-
o era menor (MAEKAWA et al., 2009). Resultados semelhantes foram observados
também em estudo que mostrou que a presenca de KL inibe a ativacdo de NFkf e
consequentemente a expressao de VCAM-1. Neste estudo, Liu e cols. incubaram
células endoteliais de porcos com KL e expuseram a anticorpos xenoreativos e
proteinas no complemento para avaliar a ativacao inflamatéria. Perceberam que o
grupo de células com KL apresentaram supressdo da inducdo proé-inflamatéria dos
anticorpos sobre a producdo de VCAM-1 por inibir a ativacdo de NFkB (LIU et al.,
2017).

Estudos também mostraram que o KL solUvel exerce algumas funcbes que
sao exercidas pelo eixo FGFR-FGF-23-KL mesmo na auséncia de FGF-23, como
regular a atividade dos canais ibnicos TRPV5 e ter efeito fosfaturico (KURO-O,
2019).

Com tantas func¢des descritas, KL tornou-se alvo interessante em diversos
estudos a fim de avaliar sua associacdo com diferentes desfechos clinicos, como,
por exemplo, com doencas Osseas, cardiovasculares, renais e hematologicas
(BALDWIN et al., 2005; KITAGAWA et al., 2013; MARTIN-NUNEZ et al., 2014;
NOLAN et al., 2006b; OGATA et al., 2002; PACHECO; GONCALVES, 2014; SOUZA
et al., 2015; TANGRI et al., 2011).
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No caso da AF, tornou-se um interessante alvo devido a sua relacdo com a
producdo do NO, regulacdo da expressdao de moléculas de adesdo e controle do

estresse oxidativo.

2.2.2 Estudos de associagdo com polimorfismos em KL

Uma maneira de avaliar a associacdo de um gene com diferentes fenotipos
é pelo estudo de polimorfismos e um modo de conduzir tais estudos é selecionando
SNPs localizados em regides regulatérias de genes (como regido promotora, por
exemplo). Ha também a possibilidade de selecionar TagSNPs — que sé&o
polimorfismos em desequilibrio de ligagdo com outros, compondo haploblocos
(FERTRIN; COSTA, 2010; STEINBERG, 2005). Ao avaliar um TagSNP, o
pesquisador esté avaliando também os SNPs em desequilibrio de ligacdo com ele e,
assim, estuda uma regido maior do gene. Outro ponto importante a ser considerado
€ a MAF (do inglés, minor allele frequency — frequéncia do alelo menor) daquela
variante na populacdo de estudo, sendo interessante que seja de, no minimo, 10%
nas populacdes importantes para a formacao étnica da coorte estudada (no caso do
Brasil, das Africana e Caucasiana) (BORG et al., 2012; CHAMORRO et al., 2016;
STRAM, 2004). Esses estudos de associacdo sdo bastante difundidos e podem
trazer elucidacdes para entender a heterogeneidade fenotipica observada em
diversas condig¢@es clinicas, como a AF (FERTRIN; COSTA, 2010).

Devido ao fato de KL ser associado a fungdes importantes na fisiopatologia
da AF (como a biologia do NO, prevencdo de estresse oxidativo e controle da
expressdo de moléculas de adesao), alguns SNPs ja foram estudados por diversos
grupos a fim de analisar suas associa¢cdes com diferentes complicacées da doenca
(BALDWIN et al., 2005; ELLIOTT et al., 2007; NOLAN et al., 2004, 2006a; SOUZA et
al., 2015; ULUG et al., 2009).

Um deles foi o KL rs211239 (A>G), que é um TagSNP localizado no intron 1
e que esta em desequilibrio de ligacéo, nas populacdes Africana e Caucasiana, com
outros nove, que também séo intronicos: KL rs118051, KL rs541053, KL rs480830,
KL rs211235, KL rs503412, KL rs480830, KL rs527382, KL rs34181824, KL
rs522796, KL rs67300527 de acordo com dados retirados do portal Ensembl, que
utiliza dados do 1000Genomes. Baldwin e cols. analisaram polimorfismos em

diversos genes envolvidos em vias importantes para a fisiopatologia da AF, dentre
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eles o KL, e sua associacdo com a frequéncia de osteonecrose na populacéo
estudada (composta por individuos Afro-americanos). Dentre os polimorfismos
associados com a maior frequéncia da complicacao, estava o KL rs211239 quando
presente o alelo variante. Uma possivel justificativa para essa associacdo dada
pelos autores foi pelo fato de que, sendo KL envolvido no metabolismo 6sseo, o
polimorfismo poderia afetar a expressao da proteina — apesar de nao descrever
como poderia acontecer — e, assim, contribuir para o fenétipo de desgaste ésseo
observado (BALDWIN et al., 2005). Outro estudo que encontrou associacdo dele
com uma complicacdo da AF foi de Nolan e cols., os quais publicaram que a
presenca do SNP estava associada com maior frequéncia de priapismo na
populacdo estudada, atribuindo a possivel explicacdo no fato de KL ser envolvido na
biologia do NO (NOLAN et al., 2004). Elliott e cols., por sua vez, nao reproduziram
0s achados de associacao desse polimorfismo com priapismo em pacientes também
oriundos de hospitais dos Estados Unidos e Ulug e cols., ao estudarem uma
populacdo Africana e Afrodescendente, ndo reproduziram a associacdo com a
osteonecrose (ELLIOTT et al., 2007; ULUG et al., 2009).

Outro TagSNP descrito na literatura como associado com algumas
complicacbes da AF foi o KL rs685417 (G>A), localizado no intron 1 e que esta em
desequilibrio de ligacdo com outros 35 SNPs, todos localizados em regiéo intrénica—
também de acordo com dados retirados do portal Ensembl. Estudos mostraram
associacdo de seu genétipo heterozigoto com maior frequéncia de osteonecrose e
também Ulceras de perna em populacées Afroamericanas (BALDWIN et al., 2005;
NOLAN et al.,, 2006b). Estudo publicado em 2015 aqui no Brasil, entretanto, nao
reproduziu o achado de Nolan e cols. com a frequéncia de Ulceras de perna (SOUZA
et al., 2015).

Além da AF, ha estudos que buscam avaliar a associagcdo de variantes em
KL com diversos outros fenotipos em diferentes condic¢des clinicas (FRIEDMAN et
al., 2009; KURO-O, 2019; LEE; WEBER, 2010; YILMAZ et al., 2015).

Um dos polimorfismos bastante estudados em KL € 0 rs1207568 (G-395A)
localizado na regido promotora do gene. Devido a localizacdo em uma regido
reguladora, diversos estudos foram desenvolvidos para avaliar sua associagdo com
diferentes desfechos clinicos, como, por exemplo, arteriosclerose, hipertenséao,

densidade mineral 0ssea, doenca coronariana, alteracdo cognitiva e doenca renal
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(CORREDOR et al., 2020; ELGHOROURY et al., 2018; IMAMURA et al., 2006;
WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2007). Em relacdo as associacdes encontradas,
alguns deles encontraram associacdo do alelo variante A com fendtipo protetor no
caso dos desfechos diversos, a saber: Rhee e cols (2006), por exemplo,
encontraram, na populacdo Coreana estudada, que a doenca coronariana era
menos frequente nos individuos carreadores o alelo A, o qual parecia, entdo, ser
protetor; Zhang e cols (2007) encontraram que o alelo selvagem G mostrava-se mais
frequente no grupo com maior frequéncia de osteoartrite em uma populagéo
Caucasiana. Por outro lado, outros estudos encontraram resultados que apontavam
o alelo G como protetor, como, por exemplo, Donate-Correa e cols (2016)
mostraram, ao estudar individuos italianos, maior frequéncia do alelo A em
individuos com diabetes; outro estudo que encontrou o alelo G como protetor foi de
Kamal e cols (2020) que mostrou que a frequéncia do alelo A era maior em
individuos com cancer coloretal do que naqueles sem (DONATE-CORREA et al.,
2016; KAMAL et al., 2020; RHEE et al., 2006; ZHANG et al., 2007). Tais resultados
podem ser devido aos diferentes backgrounds genéticos de cada populagéo ou erros
de amostragem ou pelos diferentes critérios nas selecdes dos grupos.

Por se tratar de um polimorfismo localizado em regido promotora, €
importante entender como ele pode influenciar na expressdo do RNA mensageiro e
consequentemente na expressao protéica de KL. Em 2002, Kawano e cols., ao
analisarem a mobilidade eletroforética de oligonucleotideos alelo-especificos
sintéticos (representando os alelos G-395 e -395A) incubados com proteinas
nucleares (representando fatores de transcricdo) perceberam que o alelo G
apresentava maior afinidade pelas proteinas, sugerindo que a substituicdo G>A
poderia diminuir a ligacdo de fatores de transcricdo e, consequentemente, a
expressdo da proteina (KAWANO et al., 2002). Donate-Correa e cols. (2016), ao
analisarem a expressdo do mRNA de KL em amostras teciduais de aorta,
encontraram que individuos com os genotipos GA e AA expressavam menos do que
agueles com gendtipo selvagem corroborando com os achados de Kawano e cols.
(2002) (DONATE-CORREA et al., 2016; KAWANO et al., 2002). Embora seja um
polimorfismo interessante, ainda ndo hé relatos na literatura dele de associagdo com

fendtipos da AF.
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Outro polimorfismo funcional descrito em KL que € bastante estudado € o
rs9536314 (T>G), também conhecido como F352V (devido a troca de fenilalanina
por valina na posicdo 352 da proteina). Localizado no éxon 2, esse polimorfismo
esta em desequilibrio de ligacdo com mais cinco SNPs. Desses seis, dois levam a
substituicdo de aminoacido: F352V (rs9536314) e C370S (rs9527025), dando o
nome da variante KL-VS (ARKING et al.,, 2002, 2003). Estudos mostraram que,
interessantemente, o genotipo heterozigoto mostrou-se, em diferentes situacdes
clinicas, protetor. Como, por exemplo, o genoétipo heterozigoto mostrava-se mais
comum em individuos idosos (acima de 75 anos), mostrando associagcdo com
longevidade; outros estudos mostraram associacdo desse genoétipo com menor
frequéncia de AVC em individuos abaixo de 40 anos (ARKING et al., 2002, 2005;
INVIDIA et al., 2010). Outros, encontraram que os carreadores do alelo variante, em
hetero ou homozigose, mostravam-se protegidos contra retinopatia e doencas
cardiovasculares (NZIETCHUENG et al., 2011; SLOMINSKI et al., 2018). Ha
também estudos que mostram o contrario em outras patologias: que o gendétipo
selvagem mostra-se protetor contra doenca coronariana (ARKING et al., 2003).
Percebe-se, entdo, que ha vasta variabilidade nos resultados apresentados na
literatura no que diz respeito a andlise deste polimorfismo. Assim como o rs1207568
(G>A), embora tenha descricdo funcional e associacdo em diversas patologias, ndo

hé& relatos publicados na literatura de estudos dele com complicacdes da AF.

2.2.3 Dosagem da proteina KL solavel

Além dos estudos de associacdo com polimorfismos genéticos, pesquisas
buscam avaliar dosagens séricas de proteinas com diferentes desfechos clinicos a
fim de, assim, indicar se aquele produto génico esta associado com a causa ou
consequéncia de diferentes patologias. Uma maneira de fazer isso € dosando os
niveis séricos do alvo de interesse, o que pode ser feito pela metodologia de ELISA
(do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Como a proteina KL tem diversas
funcdes descritas, ha estudos na literatura que avaliam sua concentracdo em
diferentes contextos clinicos (KITAGAWA et al.,, 2013; PEDERSEN et al., 2013;
SCAZZONE et al., 2020).

Por ter grande expressdo e atuacdo nos rins, ha muitos estudos que

mostram associacdes de dosagens séricas de KL com insuficiéncia renal aguda e
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cronica, indicando que a medida que a lesdo avanca, menores sdo as dosagens
(HUM et al., 2017; ROTONDI et al., 2015; SEIBERT et al., 2017).

Também é um alvo interessante para estudos que envolvem o sistema
cardiovascular, de modo que séo reportados niveis mais baixos em individuos com
doencas cardiovasculares e disfuncédo endotelial (SEMBA et al., 2011; YANG et al.,
2020), embora haja relatos também de maior expressao em individuos pos infarto do
miocardio (PAULA et al., 2016).

Uma outra linha de estudos que atrai a atencdo de pesquisadores é a
analise de associacdo da dosagem de KL com diferentes fenotipos 6sseos.
Enquanto ha alguns estudos que encontram menores niveis de KL em individuos
com osteoporose do que naqueles com massa 6ssea normal (ZHENG et al., 2018),
h& outros que encontram associacdo de menores concentracdes de KL com maior
massa 6ssea (KOMABA et al., 2017; MUNOZ-CASTANEDA et al., 2020).

Ha ainda estudos que buscam associacdo com varios outros fendtipos,
como, por exemplo, nivel de cognicdo, céancer de pulmdo e acromegalia e
talassemia-B (CARARO-LOPES et al.,, 2017; HELVACI et al., 2020; PAKO et al.,
2020). No caso da talassemia-f3, por exemplo, foram descritos menores dosagens de
KL nos talassémicos- do que nos controles e também foi descrito que os individuos
talassémicos-f com historico de fraturas ésseas tinham dosagem menor do que
aqueles sem o histérico (BALDAN et al., 2015). Esses achados, porém, sao
conflitantes, uma vez que outro estudo ndo encontrou essa associacdo quando
comparou em individuos talassémicos-f com controles (STEFANOPOULOS et al.,
2020).

Entretanto, no que diz respeito a AF, ainda ndo ha estudos publicados que
busquem avaliar se ha associacdo dos niveis séricos de KL com os diferentes
fendtipos observados na doenca, o que é interessante para que se entenda cada
vez mais a heterogeneidade fenotipica dessa hemoglobinopatia para poder orientar
os clinicos quanto ao prognostico dos pacientes e, mais importante ainda, para

encontrar futuros alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possivel contribuicdo de KL na modulacdo clinica da anemia
falciforme através da andlise de associacdo dos polimorfismos KL rs211239, KL
rs685417, KL rs1207568 e KL rs9536314 e da dosagem da proteina KL sérica com
as principais complicac¢des clinicas da doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar se h4 associacdo dos polimorfismos estudados (KL rs211239, KL
rs685417, KL rs1207568, KL rs9536314) com as complica¢des clinicas observadas;
2. Determinar a dosagem de KL solluvel sérico e avaliar a possivel associagcdo com
as complicacdes clinicas osteonecrose e Ulceras de perna e também com os
polimorfismos rs1207568 e rs9536314.
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Association of KLOTHO polymorphisms with clinical complications of sickle

cell anemia

Abstract

Introduction: The clinical and phenotypic heterogeneity of patients with sickle cell
anemia (SCA) is influenced by environmental and genetic factors. Several genetic
modifiers, such as the KLOTHO (KL) gene, have been associated with SCA clinical
outcomes. The KL gene and its encoded proteins are implicated in important
biological pathways, which affect the disease's pathophysiology, such as expression
of adhesion molecules VCAM-1 and ICAM-1, oxidative stress, and nitric oxide
biology. Methods: Here, we evaluated the clinical relevance of two polymorphisms
found on the KL gene (rs685417 and rs211239) in 588 unrelated patients with SCA.
Genotyping analyses were performed using the TagMan system. Results: The KL
rs211239 was associated with increased number of vaso-occlusive crisis (VOCSs) per
year (P = 0.001), while KL rs685417 was associated with increased frequency of
stroke (P = 0.034), priapism (P = 0.011), number of complications (P = 0.019) and
with a lower incidence of priapism (P = 0.036). Additionally, the associations with
VOCs, stroke, and priapism remained consistent in multivariate analyses (P < 0.05).
Conclusion: Our data highlight the clinical importance of KL in SCA.

Keywords: Sickle cell disease; clinical outcome; prognostic markers; KL rs211239;
KL rs685417.

Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is the most common monogenic disease worldwide
and a public health problem in Brazil *2. Clinically, patients with SCA have a large
phenotypic heterogeneity due to environmental, socioeconomic, and genetic factors.
Identifying genetic modulators that can influence the disease phenotype is important
to assist in indicating the prognosis and clinical management of the disease 3. In this
context, the KLOTHO (KL) gene emerges as a potential candidate for SCA clinical
complications modulation.

The KL gene encodes two proteins: a transmembrane, which acts as a co-
receptor for FGF-23, and a soluble protein which acts as a humoral factor.

Functionally, these proteins are involved in suppressing adhesion molecules'
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expression, reducing oxidative stress and stimulating nitric oxide production. As SCA
is marked by the greater adhesiveness of cells that lead to vessel occlusion and
intense hemolysis that reduces the bioavailability of nitric oxide 47, the influence of
KL in the pathophysiology of SCA and the association of KL polymorphisms with SCA
clinical complications, such as osteonecrosis, leg ulcers, and priapism, started to be
assessed 810, In this study, we evaluated the association of KL rs211239 and KL
rs685417 with the clinical outcome of patients with SCA accompanied in Brazil's
northeast region.

Methods
Patients

Between January 2002 to July 2019, 588 hemoglobin SS-genotyped patients
(median age: 30 years, range 8 to 67 years, 292 males, 49.7%, diagnosed by
hemoglobin electrophoresis and HPLC) were enrolled and regularly followed in a
single reference center in northeast Brazil. Clinical and laboratory information were
retrospectively obtained from medical records. For those who received hydroxyurea
therapy (327/588 of enrolled patients, 55%), data were obtained at the time last seen
treatment-free. This study was approved by the Federal University of Pernambuco
and Hematology and Hemotherapy Foundation of Pernambuco (CAAE:
58863316.6.3001.5195), and, in accordance with the Declaration of Helsinki,
informed consent was obtained from all patients, or, when applicable, their parents or
legal guardian.

The patients were divided into subgroups based on their clinical
complications, which included leg ulcers, osteonecrosis, stroke, acute chest
syndrome (ACS), and priapism. The frequency of these complications was
determined by clinical reports from the medical records and imaging tests when
applicable.

Cases were classified as follows: patients with ulceration of the skin of the
lower legs, especially the medial or lateral surfaces, which failed to heal within a
period of two weeks, were categorized as leg ulcers cases 1. Patients who had X-ray
radiography and/or magnetic resonance imaging documented necrosis of the hip or
shoulder were classified as osteonecrosis patients 2. Stroke cases were patients

who had neurological injury proven by imaging and apparent complaints 1314, Cases
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for ACS were patients who had a pulmonary infiltrate on the chest X-ray 116, Finally,
priapism cases were male patients who had at least one episode of a painful erection
of the penis that lasted more than one hour and was severe enough for the patient to
seek medical care 78 We also categorized patients by the frequency of vaso-
occlusive crises (VOCs) requiring hospitalization per year, number of complications,
and cumulative incidence of previously mentioned complications.

Overall, the control group was composed of patients with SCA, over 18-
years-old, without the five principal complications mentioned above. Due to the high
prevalence of VOCs in our population, the patients were grouped according to the
number of events (0 — 2 VOCs / per year, 3 — 5 VOCs / per year, > 6 VOCs / per
year) for the analyses *°.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyping

Peripheral blood samples were collected from all patients, and genomic DNA
was extracted using the phenol-chloroform method. KL polymorphisms (rs211239,
#C 2983117 _1 ; KL rs685417, #C_2983081_10) were genotyped using TagMan

SNPs genotyping following manufacturer’s instructions.

Statistical analyses

Patient baseline characteristics were reported descriptively. Statistical
analysis was performed using SPSS Statistics 19.0 (IBM Corporation, Somers, NY,
USA). Clinical and laboratory features were compared. Fisher's exact test and the
Chi-square test were employed for genotype and allele frequency comparisons and
to evaluate the Hardy-Weinberg equilibrium. Continuous variables were expressed as
median and were compared by Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn’s multiple comparisons post-test. All P-values were two-sided with a
significance level of 0.05. Univariate and multivariate proportional hazards regression
analyses were performed for potential prognostic factors for the complications.
Potential prognostic variables considered for model inclusion were quantification of
Hemoglobin (Hb), Fetal Hemoglobin (HbF), Lactate dehydrogenase (LDH), Indirect
bilirubin, White blood cell (WBC) count, Platelet count, Reticulocyte count, BS-globin

haplotype, and a37K°-thalassemia deletion. Cumulative incidence curves were
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constructed reflecting the time of complications development, and the log-rank test

was used for comparison of curves.

Results

Overall, 79 (13.4%) patients developed a stroke; 94 (16%) had
osteonecrosis; 146 (24.8%) had leg ulcers; 78 of the men (26.7%) presented
priapism and 85 patients (14.5%) had ACS. There were 149 patients (25.3%)
assigned to the control group (for priapism, 56). Regarding the VOCs, 279 patients
had less than 3; 222, between 3 and 6; and 86, more than 6 (one patient did not have
this information on the medical records).

The distribution of genotypes for KL polymorphisms was in Hardy-Weinberg
equilibrium (P > 0.05) with a genotypic frequency of AA (225/38.3%), AG
(289/49.1%), and GG (74/12.6) for KL rs211239; and GG (101/17.2%), GA
(285/48.5%) and AA (202/34.4%) for KL rs685417. For both polymorphisms, we
analyzed the dominant, co-dominant, recessive, and over-dominant association
models.

Due to a better fit of data, we used the recessive model for the KL rs211239
(A>G) and the dominant model for KL rs685417 (G>A) polymorphism. The
association analysis results can be seen in Tables 1 and 2, which shows that the
number of VOCs was associated with rs211239 (P = 0.001). Stroke, priapism, and
number of complications were associated with rs685417 (P = 0.034; P = 0.011, and P
= 0.019 respectively). Multivariate analyses were also performed and showed that,
for KL rs211239, the polymorphism remained associated with VOCs' frequency
regardless total and HbF levels (P = 0.033; Table 3). A similar result was found for
KL rs685417, which was independently associated with priapism when a37kb-
thalassemia was included as a confounder (P = 0.007; Table 4). Additionally, KL
rs685417 was independently associated with stroke, regardless of the level of total
Hb, HbF, and WBC count and the presence of a37kb-thalassemia as confounders (P
= 0.029; Table 5). At last, KL rs685417 was also associated with a lower cumulative
incidence of priapism (58.5%) compared to patients with KL rs685417 GA and AA
genotypes (87.5%) (P=0.036) (Figure 1).

Discussion
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The KL gene has been intensively studied since its discovery, and several
functions have been attributed to it, such as its impact on nitric oxide biology #7.29-22
and the expression of endothelial adhesion molecules VCAM-1 and ICAM-1 523, In
this context, KL becomes an important candidate gene to be studied in order to
elucidate the phenotypic heterogeneity of SCA, which is associated with
complications such as vaso-occlusive and hemolytic phenomena 81024,

Here, we demonstrated an association not previously described between KL
rs211239 and KL rs685417 and SCA clinical complications. Other studies have
already associated KL rs211239 with priapism ° and osteonecrosis 8, KL rs685417
was previously associated with osteonecrosis & and leg ulcers °. It must be pointed
out that this study and others 62526 could not reproduce these associations.
However, these three studies 810, and ours had different criteria to define the control
groups. In all three works, controls were those individuals who did not present only
that specific complication (priapism, osteonecrosis, or leg ulcers, depending on the
study). In contrast to these studies, our control subjects were individuals who did not
develop any of the five main complications. Additionally, only patients in adulthood
(over 18 years of age) were included as controls. This age cut-off is important to
minimize the chance that individuals placed in this group would present any
complications in the near future, although we may not entirely rule out this possibility.

However, it is very important to note that even though we did not reproduce
the aforementioned results, we show associations that were not previously described.
These findings reported here are very important since VOCs are the leading cause of
hospitalization of patients with SCA and stroke is a debilitating condition that leads to
many deaths 27?8, In addition to the complications associated with the polymorphisms
KL rs211239 (A>G) and KL rs685417 (G>A), we also observed an association with
priapism, a complication that can be so debilitating for patients with SCA, and with an
increase in the number of complications, indicating a possible association with
disease severity 230, Furthermore, to the best of our knowledge, this is the first study
to demonstrate a significant association between KL rs685417 GG genotype and the
cumulative incidence of priapism.

This approach could be justified since KL is involved in NO biology and
promotes adhesion molecules’ expression, and therefore may influence the

appearance of hemolytic and vaso-occlusive clinical complications. At last, both
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vaso-occlusive (VOCs) and hemolytic complications (priapism and stroke) were
associated with KL polymorphisms, which highlights the involvement of KL in the
biology of both situations.

Based on KL functions and several studies that associated KL
polymorphisms with clinical complications of SCA 8931 it is clear that this gene is a
strong candidate to modulate SCA pathophysiology. Although we have demonstrated
that KL polymorphisms are associated with VOCs, stroke, priapism and number of
complications in patients with SCA, our data must be considered with caution. Based
on our data, it is not possible to state how this modulation functionally occurs. Finally,

validations in independent cohorts could significantly strengthen our findings.
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Figure 1: Cumulative incidence of priapism according to genotype of KL rs685417 (P = 0.036).
Individuals with GG genotype had a lower incidence of priapism (58.5%) when compared to individuals

of GA and AA genotypes (87.5%).



Table 1: Association analysis of SCA complications (stroke, osteonecrosis, leg ulcers, and ACS) with clinical, laboratory and genetic variables.

Variables All patients Stroke No stroke P-value Osteonecrosis No osteonecrosis P-value Leg ulcers t‘lc::]:;g P-value ACS No ACS P-value
N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Gender 0.002*
Male 292 49.7 29 36.7 56 37.6 1.0 51 54.3 56 37.6 0.012* 82 56.2 56 37.6 41 48.2 56 37.6 0.130
Female 296 50.3 50 63.3 93 62.4 43 45.7 93 62.4 64 43.8 93 62.4 44 51.8 93 62.4

Age at diagnosis

(years), median
At birth 27 4.7 4 5.2 6 4.1 3 3.3 6 4.1 4 2.8 6 4.1 4 4.9 6 4.1
;’;ger 2 years of 55 9.6 4 5.2 9 6.1 0.888 6 6.6 9 6.1 0.780 10 69 9 6.1 0.932 14 171 9 6.1 0.038*
Oof";‘;gha” 2years 492 85.7 69 896 132 898 82 90.1 132 89.8 130  90.3 132  89.8 64 78 132 898
Missing data 14 - 2 2 - 3 - 2 - 2 - 2 - 3 - 2 -

Fetal hemoglobin (%),

median 7.0 4.5 8.2 0.0001* 6.5 8.2 0.004* 5.65 8.2 0.0001* 7.1 8.2 0.188
Range 0.5, 28.5 1.0,24.4 1,28 0.8,17.3 1,28 05,175 1,28 1.4,24.4 1,28

Hemoglobin (g/dL),

median "8 I 9 0.033* 81 9 0.589 6 9 0.008* [ 9 0.220
Range 4.2,10.5 5.2,10.2 4.9,10.4 4.2,10.3 4.9,10.4 4.9,10.2 4.9,10.4 5.4,10.5 4.9,10.4

White blood cells

(x109/L), median 12 12.9 115 0.009* 1 115 0.133 11.6 115 0.761 12.2 L5 0.465
Range 3.3,335 5.2,33.5 5.1,29.1 5.2, 26.6 5.1,29.1 5.2, 30.06 5.1,29.1 4.5, 30.06 5.1,29.1

Platelet count (x10%/L),

median 415 381.5 415 0.273 397.5 415 0.634 398 415 0.325 416 415 0.462
Range 49, 1,010 115.7, 925 119, 973 143, 925 119, 973 143, 708 119, 973 142, 743 119, 973

Reticulocyte count (%),

median 9.7 10.5 9.3 0.104 9.75 9.3 0.895 9.85 9.3 0.616 9.2 9.3 0.893
Range 2.5,29.2 2.5,27.9 2.6,21.8 2.5, 22 2.6,21.8 2.5,24.8 2.6,21.8 4.1,27.9 2.6,21.8

Lactate dehydrogenase

(UIL), median 914 964.5 785 0.056 1024.0 785 0.034* 982 785 0.0001* 855 785 0.458
Range 401, 3,629 411, 3,542 401, 3,153 445, 3,000 401, 3,153 445, 3,000 401, 3,153 445, 3,629 401, 3,153

Indirect bilirubin

(mg/dL), median 2.81 2.7 2.7 0.969 2.99 2.7 0.210 3.1 2.7 0,053 2.8 2.7 0.845
Range 0.6, 36.19 0.98, 9.66 1.11,9.6 1.38, 14.94 1.11,9.6 0.98, 36.19 1.11,9.6 1.36, 11.52 1.11,9.6

BS haplotype
CAR/CAR 336 57.8 51 65.4 83 56.5 0.203 53 56.4 83 56.5 10 82 56.6 83 56.5 10 45 53.6 83 56.5 0.682
Non-CAR/CAR 245 42.2 27 34.6 64 43.5 : 41 43.6 64 43.5 ! 63 43.4 64 43.5 : 39 46.4 64 43.5 :
Missing data 7 - 1 - 2 - 0 - 2 - 1 - 2 - 1 - 2 -

a37b-thalassemia
Mutated 135 23.2 10 12.8 41 27.7 " 25 26.6 41 27.7 29 20 41 27.7 21 25 41 27.7
Non-mutated 448 76.8 68 87.2 107 72.3 0.012 69 73.4 107 72.3 0.883 116 80 107 72.3 0.133 63 75 107 72.3 0.758
Missing data 5 - 1 - 1 - 0 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 -

rs211239 (A>G)

recessive
GG 74 12.6 8 10.1 20 13.4 0531 16 17 20 13.4 0.463 22 15 20 13.4 0.740 10 11.8 20 13.4 0.840
AG + AA 514 87.4 71 89.9 129 86.6 78 83 129 86.6 124 85 129 86.6 75 88.2 129 86.6

15685417 (G>A)

dominant
GG 101 17.2 9 114 35 235 00 14 14.9 35 235 0139 24 164 35 235 047 11 13 35 235 0060
GA + AA 487 82.8 70 88.6 114 76.5 80 85.1 114 76.5 122 83.6 114 76.5 74 87 114 76.5

CAR, Central African Republic, ACS, Acute chest syndrome, * Indicate differences statistically significant.




Table 2: Association analysis of SCA complications (priapism, VOCs per year, and number of complications) with clinical, laboratory and genetic variables.
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Variables . - - ; 0-2 VOCs/per 3-5 VOCs/per >6 VOCs/per g - P More than 1 ;
All patients Priapism No priapism P-value year year year P-value 0 complication 1 complication complication P-value
N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Gender
Male 292 49.7 - - - - - 131 47 113 51 47 54.7 0.405 56 37.6 122 52.4 69 62.7 0.0001*
Female 296 50.3 - - - - 148 53 109 49 39 45.3 93 62.4 111 47.6 41 37.3

Age at diagnosis

(years), median
At birth 27 4.7 4 5.4 4 7.4 9 3.3 13 5 6 6 4.1 11 5 4 3.7
ggge’ 2 years of 55 9.6 9 12.2 7 13 0.934 28 10.2 17 8 10 12 0.407 9 6.1 21 9.3 11 10.2 0.592
Oof";‘;;tha” 2 years 492 85.7 61 82.4 43 79.6 238 86.5 184 86 69 82 132 89.8 192 85.7 93 86.1
Missing data 14 - 4 - 2 - 4 - 8 - 2 - 2 - 9 - 2 -

Fetal hemoglobin (%),

median 7.0 6.6 75 0.213 7.5 7.0 57 0.008* 8.2 6.65 5.45 0.0001*
Range 0.5, 28.5 0.8,24.2 1.9, 235 0.7, 28.5 0.9,25.1 0.5, 26.0 1,28 0.5,24.4 0.8,17.5

Hemoglobin (g/dL),

median 7.8 7.8 7.7 0.464 7.7 7.8 8.1 0.05* 7.9 7.8 7.8 0.143
Range 4.2,10.5 4.9,10.3 6,10.3 5.1,10.5 4.2,10.3 4.9,10.4 4.9,10.4 4.2,10.5 4.9,10.2

White blood cells

(x109/L), median 12 12.575 11.9 0.430 11.5 12.235 12.5 0.196 11.5 12.1 11.6 0.189
Range 3.3,33.5 5.6, 33.5 7,29.1 4.5,33.5 3.3,32.0 5.6, 30.06 5.1,29.1 4.5,32.0 5.2, 33.5

Platelet count (x109/L),

median 415 439 413 0.274 426.5 414 398.5 0.524 415 411 399 0.462
Range 49, 1,010 177, 700 151, 973 161, 1,010 49, 973 115.7, 802 119, 973 115.7, 814 143, 925

Reticulocyte count (%),

median 9.7 10 9.45 0.275 9.6 9.9 9.6 0.582 9.3 9.8 10 0.753
Range 2.5,29.2 3.2,28 2.8,21.8 2.5,28 2.6,29.2 3.5, 22 2.6,21.8 2.5, 28 2.5,27.9

Lactate dehydrogenase

(UIL), median 914 1012 827 0.087 936 894 899 0.569 785 892 1022, 5 0.005*
Range 401, 3,629 482, 3,692 411, 3,153 401, 3,542 420, 3,692 411, 3,000 401, 3,153 411, 3,542 445, 3,692

Indirect bilirubin

(mg/dL), median 2.81 2.78 2.7 0525 2.8 2.8 3.21 0512 2.7 2.8 3.0 0.497
Range 0.6, 36.19 0.6, 9.35 1.36, 7.44 0.98, 36.19 0.6,12.12 1.2,12.78 1.11,9.6 0.6, 36.19 0.98,14.94

BS haplotype
CAR/CAR 336 57.8 46 59 31 55.4 0.725 161 58.8 131 59.3 43 50.6 0.348 83 56.5 132 57.4 62 56.4 0.977
Non-CAR/CAR 245 42.2 32 41 25 44.6 : 113 41.2 90 40.7 42 49.4 : 64 43.5 98 42.6 48 43.6 :
Missing data 7 - 0 - 0 - 5 - 1 - 1 - 2 - 3 - 0 -

a37b-thalassemia
Mutated 135 23.2 13 16.7 19 34 0.025* 61 22.2 52 23.4 22 25.9 0.775 41 27.7 50 21.7 21 19.1 0.222
Non-mutated 448 76.8 65 83.3 37 66 : 214 77.8 170 76.6 63 74.1 : 107 72.3 180 78.3 89 80.9 :
Missing data 5 - 0 - 0 - 4 - 0 - 1 - 1 - 3 - 0 -

rs211239 (A>G)

recessive
GG 74 12.6 12 15.4 5 8.9 0.305 22 7.9 42 18.9 10 11.6 0.001* 20 13.4 23 9.9 20 18.2 0.096
AG + AA 514 87.4 66 84.6 51 91.1 257 92.1 180 81.1 76 88.4 129 86.6 210 90.1 90 81.8

1685417 (G>A)

dominant
GG 101 17.2 11 141 19 339 00w 41 14.7 38 17.1 22 25.6 0.065 35 235 29 12.4 19 173 00w
GA + AA 487 82.8 67 85.9 37 66.1 238 85.3 184 82.9 64 74.4 114 76.5 204 87.6 91 82.7

CAR, Central African Republic, VOCs, Vaso-occlusive crisis, * Indicate differences statistically significant.




Table 3: Linear regression to predict VOC in patients with SCA.

Variables bovalue 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

KL rs211239 ,033 -,036 -,001
Fetal hemoglobin (%) ,000 -,036 -,013
Hemaoglobin (g/dL) ,000 ,046 ,015

Table 4: Binary logistic regression to predict priapism in patients with SCA.

. 95% C.l.for EXP(B)
Variables P-value OR

Lower Upper

KL rs685417 ,007 3,311 1,395 7,857

a-thalassemia (a37) ,019 ,365 ,158 ,845

Table 5: Binary logistic regression to predict stroke in patients with SCA.

Variables o value or 95% C.l.for EXP(B)

Lower Upper

KL rs685417 ,029 2,883 1,114 7,463
a-thalassemia (a37) ,021 ,372 ,161 ,861
Fetal hemoglobin (%) ,000 ,856 ,788 ,928

Hemoglobin (g/dL) ,909 1,018 , 752 1,377
WBC count (x10%L) ,026 1,0 1,0 1,0
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Increased serum levels of soluble klotho in Brazilian patients with sickle cell

anemia with osteonecrosis

Abstract

Introduction: KLOTHO (KL) gene and its encoded proteins are implicated in important
biological pathways, which affect sickle cell anemia (SCA) pathophysiology, such as
expression of adhesion molecules VCAM-1 and ICAM-1, oxidative stress, bone
metabolism and nitric oxide biology. Therefore, it becomes an important candidate as
SCA modulator. Objectives: We aimed to evaluate the association of polymorphisms
KL rs1207568 (G-395A) and rs9536314 (KL-VS) with SCA clinical complications
(stroke, priapism, leg ulcers, osteonecrosis, acute chest syndrome and pain crises).
The dosage of soluble klotho in SCA individuals with and without osteonecrosis, and
leg ulcers were also evaluated. Methods: 689 individuals were genotyped by real-
time PCR using the TagMan® SNP Genotyping Assays. Of them, 46 had the soluble
KL (sKL) dosage performed by the ELISA methodology. Results: No associations
between the clinical complications analyzed and the studied polymorphisms (P >
0.05) were found. Moreover, individuals with osteonecrosis expressed more sKL
than controls and individuals with the GG genotype of the rs1207568 polymorphism
also expressed more sKL (P < 0.05). Conclusion: KL is an inhibitor of the Wnt/3-
catenin pathway, essential to bone metabolism. This could explain the association
found here with osteonecrosis. Moreover, the higher levels of sKL in GG genotype for
the rs1207568 polymorphism corroborate the hypothesis of the influence of this
polymorphism on KL gene expression. Finally, these results support the idea that KL
is an important modulator in the pathophysiology of SCA.

Keywords: Sickle cell anemia; KL-VS; G-395A; prognostic markers.

Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is marked by extreme phenotypic heterogeneity
among individuals. In addition to environmental and socioeconomic factors,
molecular modulators might also impact the prognosis of the disease [1, 2].

Among the modulators studied, there is KLOTHO (KL), a gene involved in
essential pathways in the pathophysiology of SCA, such as in the biology of nitric

oxide, control of oxidative stress, expression of adhesion molecules and bone
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metabolism [3—6]. Therefore, previous association studies investigated the influence
of different polymorphisms in KL with different clinical complications of SCA [7-13].

For example, KL rs211239 (A > G) was associated with the number of vaso-
occlusive crises, osteonecrosis and priapism. KL rs685417 (G > A) was associated
with stroke, priapism, osteonecrosis and leg ulcers. KL rs2249358 (C > T) has also
been associated with priapism and some others SNPs were described in the studies
of Baldwin et al and Nolan et al [7, 8, 10, 14]. However, none of the previously
published studies evaluated the association of SCA complications with the KL SNPs
rs1207568 (G-395A) and KL rs9536314 (KL-VS).

KL-VS variant comprises six SNPs in perfect linkage disequilibrium, two of
which result in amino acid substitutions F352V and C370S altering in vitro secretion
and activity of the protein [15, 16]. The single variant F352V, which is used to tag the
KL-VS haplotype, implies the substitution of phenylalanine to valine at position 352
[16]. G-395A (rs1207568) is located in the KL promoter region; GA+AA refers to the
mutant genotypes, whereas GG refers to the wild-type [17]. Considering G-395A
location in the regulatory region, this polymorphism is the subject of several studies,
but none of them with SCA [18-21].

There are also no studies in the literature that assess the soluble protein
klotho (sKL) expression in different complications of SCA.

Therefore, we aim to analyze the association of different complications of
SCA with the polymorphisms KL rs1207568 and KL rs9536314 and also with the

expression of sKL in patients with SCA.

Methods
Individuals included in the study

Between January 2002 to March 2020, 689 hemoglobin SS-genotyped
patients (diagnosed by HPLC and hemoglobin electrophoresis) were enrolled and
regularly followed in a single reference center in Recife, Brazil. Clinical and laboratory
information were retrospectively obtained from medical records. For those who
received hydroxyurea (HU) therapy (388/689 of enrolled patients, 56%), data were
obtained at the time last seen treatment-free. This study was approved by the
Federal University of Pernambuco and Hematology and Hemotherapy Foundation of
Pernambuco (CAAE: 95188618.0.3001.5195), and, in accordance with the
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Declaration of Helsinki, informed consent was obtained from all patients, or their
parents or legal guardian.

Patients were divided into subgroups based on their clinical complications:
leg ulcers (LUs - ulceration of the skin of the lower legs, especially the medial or
lateral surfaces, which failed to heal within two weeks); osteonecrosis (ON - patients
who had X-ray radiography and/or magnetic resonance imaging documented
necrosis of the hip or shoulder); stroke (patients who had neurological injury
diagnosed by imaging and apparent complaints); acute chest syndrome (ACS -
patients who had a pulmonary infiltrate on the chest X-ray); and priapism (male
patients who had at least one episode of a painful erection of the penis that lasted
more than one hour and required medical care). We also categorized patients by the
frequency of vaso-occlusive crises (VOCs) requiring hospitalization per year and the
number of complications. The frequency of these complications was determined by
clinical reports from the medical records and imaging tests when applicable.

Overall, the control group was composed of patients with SCA, over 18-
years-old, without the five principal complications mentioned above. Due to the high
prevalence of VOCs in cohort, the patients were grouped according to the number of
events (0 — 2 VOCs / per year, 3 — 5 VOCs / per year, > 6 VOCs / per year) for the

analyses.

SNP genotyping

Peripheral blood samples were collected from all patients, and genomic DNA
was extracted using the phenol-chloroform method. KL polymorphisms (rs1207568,
#C__ 7604792_10; rs9536314, #C__ 2983037_20) were genotyped using TagMan®

SNP Genotyping Assays following manufacturer’s instructions.

Soluble Klotho Measurement

Serum was separated from the peripheral blood and stored until use at -
80°C. sKL levels were determined in duplicate using an ELISA kit according to the
manufacturer's instructions (Catalog: EH4278; Finetest, Wuhan, China). For the
measurement, individuals without blood transfusions in the last three months, older
than 18 years old and in its basal state were included. Individuals with ON,

individuals with LUs and control individuals (HbSS individuals without the 5 main
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complications) were analyzed. In addition, individuals with and without HU therapy
were also compared. Dosages were also analyzed comparing individuals with active
LUs and individuals with healed LUs. The sKL levels between the different genotypes
of the KL rs1207568 and KL rs9536314 polymorphisms were also compared.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the software SPSS Statistics 19.0
(IBM corporation) and GraphPad Prism (version 5.0). Fisher's exact test or chi-
square test, as appropriate, was used to compare categorical variables. Continuous
variables were expressed as median and were compared by Mann Whitney or

Kruskal-Wallis tests. All P values were two-sided with a significance level of 0.05.

Results
Individuals characteristics

Individuals included had a median age of 29 years (range 3 to 70 years), with
339 males (49.2%). Overall, 93 (13.5%) patients developed stroke; 97 (14.1%) had
ON; 146 (21.2%) had LUs; 97 of the men (28.6%) presented priapism; and 111
patients (16.1%) had ACS. One hundred seventy-one of them (24.8%) were assigned
to the control group (for priapism, 59). Regarding VOCs, 327 patients had less than 3
episodes; 254, between 3 and 6; and 106, more than 6 (two patients did not have this
information on the medical records). All main clinical and laboratory features are

summarized in Tables 1 and 2.

SNP Genotyping

The distribution of genotypes for KL polymorphisms was in Hardy-Weinberg
equilibrium (P > 0.05). For KL rs9536314, the genotypic frequency was TT
(520/75.5%), TG (160/23.2%), and GG (9/1.3%), with minor allele frequency (MAF) of
12.9%. For KL 1207568, GG (500/72.6%), GA (172/25%), and AA (17/2.5%), the
MAF was 14.9%. We analyzed the dominant, co-dominant, recessive, and over-
dominant association models for both polymorphisms, but no associations were
found with any of the clinical complications studied (P > 0.05). Tables 1 and 2 show

the results found when analyzing the dominant model.
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Soluble Klotho Measurement

We included 46 patients with SCA for sKL quantification (22 male, 47.8%),
median levels 599.45 pg/ml (166.72 pg/ml — 4303.09 pg/ml). Of them, eleven
individuals had ON, 17 had LUs, and 17 were controls without any complications; 18
were undergoing therapy with HU and 28 were not using the medication. According
to the studied polymorphisms, for rs1207568, 32 individuals had GG genotype, 12,
GA, and 2, AA; for rs9536314, 36 had TT genotype, and 10, TG genotype, there
were no individuals with GG genotype for dosage analyses.

Individuals with ON (median 1255.8 pg/ml) had higher levels of sKL when
compared to control group (median 443.09 pg/ml) (P = 0.007) (Figure 1). It was also
observed that SCA individuals with GG genotype for KL rs1207568 had higher sKL
concentrations (median 725.8 pg/ml) than those with GA and AA genotypes (median
401.2 pg/ml) (P = 0.025) (Figure 2a). This association was also observed when the
individuals with ON were excluded (P = 0.013) (Figure 2b). No statistically significant
differences were found between genders, individuals with and without the use of HU
(Figure 3), individuals with and without LUs (Figure 4), and also between individuals
with different KL rs9536314 genotypes (Figure 5) (P > 0.05).

Discussion

Klotho arouses interest in studies that assess molecular modulation in SCA
as it is related to the biology of nitric oxide, expression of adhesion molecules,
prevention of oxidative stress and regulation of bone metabolism, being an attractive
target for study [8, 19-21]. However, no published studies have evaluated the
association of SCA complications with the functional polymorphisms G395-A
(rs1207568) and KL-VS (rs9536314) neither with sKL serum levels.

Here we aimed to evaluate the genetic contribution of these KL variants with
the frequency of different SCA complications (stroke, LUs, ON, ACS, priapism and
VOCs) and the influence of these polymorphisms on expression levels of sKL on
these patients. In addition, we also aimed to evaluate the dosage of skL in ON and
LUs compared with the control group.

Although rs1207568 and rs9536314 have been associated with different
phenotypes in other diseases [25-28], our study did not show an association with the

clinical complications studied in individuals with SCA.
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Some studies analyzed clinical complications common in SCA, such as ON
and stroke, in another clinical context. Both polymorphisms were studied by Yeter et
al. to assess whether there was an association with the frequency of ON in
individuals after kidney transplantation. However, similar to our findings, they found
no association with this complication [29]. Individuals heterozygous for KL-VS
showed a lower risk for developing stroke in other studies. One of them studied
individuals from India with and without a history of ischemic stroke, and the other
evaluated individuals over 50 years old and found that the heterozygous genotype
protects against stroke [30, 31]. We did not reproduce this association in our cohort
of SCA individuals, but the genetic background of the populations, the different study
designs and the underlying diseases involved must be considered.

Although we have not found an association, it is interesting that studies with
more significant sample numbers and in other populations with SCA are also
developed with G-395A and KL-VS to assess the presence or absence of association
in other populations.

Here, we found higher levels of skKL in individuals with ON than in controls.
Moreover, SCA individuals with the GG genotype for the KL rs1207568
polymorphism expressed higher levels of skL than SCA individuals with the GA and
AA genotypes.

Initially, we expected to find lower sKL levels in individuals with ON since KL
stimulates the inhibition of adhesion molecules and promotes nitric oxide expression
[3, 23, 24], both important in SCA pathophysiology. In addition, KL knockout mice
exhibited osteoporosis phenotype [32], and some studies have associated lower sKL
levels with lower bone mineral density and osteoporosis [33—35], being justified by
the role of KL, together with FGF-23 in the homeostasis of mineral metabolism.
However, our results can be explained by the antagonism of sKL in the Wnt/B-catenin
pathway [6].

The Wnt/B-catenin is an intracellular signalling pathway that plays a crucial
role in bone formation, regulating osteoblast activity. When this pathway is inhibited,
bone formation is also inhibited. Conversely, when activated, 3-catenin is stabilized in
the cytoplasm and translocated to the nucleus to activate the transcription of bone-
forming genes [36, 37]. This pathway has activators and inhibitors. sKL acts as an

antagonist by binding to extracellular pathway activators Wnt3/5 proteins [38, 39].
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Some reports associated the inhibition of this pathway with ON in different
groups. Wu et al. (2019) described that individuals with ON associated with the use
of glucocorticoids had FzZD1, an activator or the Wnt/B-catenin pathway,
hypermethylation. This hypermethylation would inhibit the pathway and consequently
impact bone formation, leading to ON in those individuals [40]. Ferreira et al. (2021)
identified that rats with ON had reduced immunoexpression of Wnt and [-catenin,
suggesting an association between this reduction and ON [41]. Chen et al. (2021)
found that individuals with alcohol-induced ON had higher expression of DKK-1, a
critical inhibitor of the Wnt/ B-catenin pathway, supporting the idea that high levels of
inhibitors of this pathway compromise bone homeostasis [42]. Another study that
corroborates our hypothesis was developed by Komaba et al. (2017), who analyzed
KL osteocytes-knockout mice and perceived more significant bone formation in these
animals than in non-mutated ones, suggesting the explanation via inhibition of Wnt/-
catenin exerted by KL [43].

Osteonecrosis in SCA individuals has a complex pathophysiology, occurring
partly due to micro-occlusions in the bone microvasculature that lead to tissue
infarctions and consequent necrosis, as the lesions overlap with regeneration [44,
45]. Thus, the sKL higher levels found in SCA patients with ON may interfere with the
Wnt/B-catenin pathway and contribute to the emergence of the complication in these
patients.

This result leads us to believe that KL, despite being involved in the
expression of molecules and enzymes important to SCA pathophysiology (such as
nitric oxide, antioxidant enzymes and reducing the expression of adhesion
molecules), due to its inhibitory action on the pathway Wnt/ B-catenin could be a risk
factor for the development of ON. Further studies with a larger cohort and functional
analysis investigating the Wnt/p-catenin pathway and mineral metabolism are
important to unravel the mechanisms in which KL is involved.

Lastly, we found sKL higher levels in KL rs1207568 GG patients when
compared with KL rs1207568 GA and AA genotypes. Our results agree with the
findings of Donate-Correa et al (2016), who found lower expression of KL mRNA in
vascular tissue of individuals with GA and AA genotypes [46]. Kawano et al. (2002)
speculated that the presence of the A allele would decrease expression. Unlike our

findings, Helvaci et al. (2020) did not find an association between KL expression and
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this polymorphism when analyzed individuals with and without acromegaly [18]. The
discrepancies observed in these studies might be due to the possible existence of
other important regulatory elements for the expression and/or function of Klotho.
Therefore, more studies must be developed to analyze this association, considering
that few reports in the literature assess the association of this polymorphism with the
expression of the skKL protein.

In conclusion, KL polymorphisms rs9536314 and rs1207568 were not
associated with complications in SCA. However, higher expression of sKkL might be a
risk factor for ON. This result corroborates the idea that KL can be an important
modulator of SCA, and it is important that more and more studies are developed
seeking to assess how it can impact the clinic of these individuals. We also found that
individuals with KL rs1207568 GG genotype express more sKL levels than KL
rs1207568 GA and AA individuals.
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Figure 1 Serum sKL levels in SCA individuals with and without osteonecrosis (ON). Individuals with

osteonecrosis had higher skKL levels than the control group (P = 0.007).
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Figure 2 (a) Serum sKL levels in SCA individuals with rs1207568 GG and GA+AA genotypes.
Individuals with GG genotype had higher sKL levels than those with GA and AA individuals (P =

0.025). (b) The association is maintained when individuals with ON are removed (P = 0.013).
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significant difference (P = 0.109). (b) The lack of association is maintained when individuals with ON
are removed (P = 0.149).

= 5000 P=0257 = 5000- P=0.397
[ ] [ ]
£ 4000 . £ 4000- .
o o
2 2
a R | N
2 3000+ ™ g 3000
ke S
¥ 2000 .... X 20004 a2
g °. ® u 2 (L]
S 1000 % % 3 10004 .
5 o s Tk
8 | e 5L e .
rs9536314 (TT)  rs9536314 (TG) rs9536314 (TT)  rs9536314 (TG)
(n=36) (n=10) (n=28) (n=07)
Samples Samples
(a) (b)

Figure 5 (a) Serum sKL levels in SCA individuals with genotypes TT and TG for KL rs9536314 do not
show statistically significant difference (P = 0.257). (b) The lack of association is maintained when
individuals with ON are removed (P = 0.397).



Table 1: Association analysis of SCA complications with clinical, laboratory and genetic variables.
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Variables All patients Stroke No stroke P-value  Osteonecrosis No P- Leg ulcers No leg ulcers  P-value  ACS No ACS P-
osteonecrosis value value
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
Gender 0.505 0.003* <0.001* 0.034*
Male 339 49.2 36 39 59 34.5 45 46.4 59 34.5 66 45 59 34.5 58 52 59 34.5
Female 350 50.8 57 61 112 65.5 52 53.6 112 65.5 80 55 112 65.5 53 48 112 65.5
Fetal hemoglobin 7.2 4.5 8.6 <0.001* 6.3 8.6 0.001* 5.6 8.6 <0.001* 7.1 8.6 0.075
(%), median
Range 0.5-28.5 1.0-15.8 1.5-28 0.8-17.3 1.5-28 05-175 1.5-28 1.5-28 1.5-28
Hemoglobin 7.8 7.5 7.9 0.026* 7.95 7.9 0.669 7.7 7.9 0.033* 7.65 7.9 0.204
(g/dL), median
Range 4.2-105 52-102 49-104 4.2-10.3 49-104 4.9-10.2 49-104 54— 49-104
10.5
White blood cells 12.2 13.7 11.5 0.014* 11.1 11.5 0.101 11.6 11.5 0.635 12.5 115 0.314
(x10%/L), median
Range 2.7-379 52-379 27-341 5.2-26.6 2.7-341 5.2-30.0 2.7-341 45— 27-341
35.2
Platelet count 415.5 381.5 415 0.259 415 0.464 415 0.331 415 0.520
(x10%/L), median
Range 49 — 1,790 115.7 — 151 — 143 — 925 151 -1,790 143 - 708 151 -1,790 142 — 151 -
925 1,790 743 1,790
Reticulocyte 9.8 10.2 9.3 0.151 9.8 9.3 0.862 9.8 9.3 0.635 9.2 9.3 0.962
count (%),
median
Range 25-29.2 25-279 26-218 25-22 2.6-218 25-26.7 2.6-218 4.1 — 26-218
27.9
Lactate 915 964.5 804 0.077 1043 804 0.022* 982 804 <0.001* 855 804 0.647
dehydrogenase
(U/L), median
Range 401 — 3692 427 — 401 - 3153 445 — 3000 401 - 3153 445 - 3000 401 - 3153 445 — 401 - 3153
3542 3692
Indirect bilirubin 2.8 2.7 2.7 0.899 2.97 2.7 0.345 3.1 2.7 0.082 2.68 2.7 0.672
(mg/dL), median
Range 0.6 - 36.19 098-96 1.11-9.6 1.38-14.94 1.11-9.6 0.9-36.19 1.11-9.6 1.36 — 1.11-9.6
11.5
BS haplotype 0.181 0.897 0.731 0.901
CAR/CAR 378 57.8 58 65 92 56 55 57 92 56 84 58 92 56 61 57 92 56
Non-CAR/CAR 276 42.2 31 35 73 44 41 43 73 44 61 42 73 44 46 43 73 44
Missing data 35 - 4 - 6 - 1 - 6 - 1 - 6 - 4 - 6 -
o3 7kb 0.071 0.882 0.502 0.886
thalassemia
Mutated 148 23 12 14 41 25 25 26 41 25 31 21 4 25 27 26 41 25
Non-mutated 496 77 72 86 124 75 70 74 124 75 115 79 124 75 7774 124 75
Missing data 45 - 9 - 6 - 2 - 6 - 6 - 7 - 6 -
rs1207568 (G>A) 0.380 0.216 1.0 0.688
dominant
GG 500 72.6 72 77 123 72 62 64 123 72 105 72 123 72 77 69 123 72
GA+ AA 189 27.4 21 23 48 28 35 36 48 28 41 28 48 28 34 31 48 28
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rs9536314 (T>G) 0.767 0.471 0.278 1.0
dominant
T 520 75.5 68 73 129 75 69 71 129 75 118 81 129 75 84 76 129 75
TG+GG 169 24.5 25 27 42 25 28 29 42 25 28 19 42 25 27 24 42 25
CAR, Central African Republic, ACS, Acute chest syndrome, * Indicate differences statistically significant.
Table 2: Association analysis of SCA complications with clinical, laboratory and genetic variables.
Variables All patients Priapism No P- 0-2 3-5 >6 VOCs/per  P- 0 complication 1 complication More than 1 P-value
priapism value VOCs/per VOCs/per year value complication
year year
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
Gender - 0.422 <0.001*
Male 339 492 - - - - 155 47 124 49 58 55 59 34.5 153 53 72 64
Female 350 50.8 - - - - 172 53 130 51 48 45 112 65.5 136 47 41 36
Fetal hemoglobin (%), 7.2 6.6 8.0 0.167 7.7 7.1 5.6 0.001* 8.6 6.6 5.4 <0.001*
median
Range 0.5-28.5 0.8-24.2 1.9-235 0.7-28.5 0.9-25.1 0.5-26 15-28 0.5-24.4 0.8-17.5
Hemoglobin (g/dL), 7.8 7.8 7.6 0.239 7.7 7.8 8.1 0.088 7.9 7.8 7.7 0.188
median
Range 4.2-10.5 4.9-10.3 5.2-10.3 5.1-10.5 4.2-10.3 49-104 4.9-10.4 4.2-10.5 4.9-10.2
White blood cells 12.2 12.9 11.7 0.223 11.7 12.2 12.8 0.233 115 12.3 11.6 0.128
(x10%/L), median
Range 2.7-37.9 5.6 —-33.5 7.5-29.1 4.5-35.2 27-34.1 5.6-37.9 27-34.1 4.5-37.9 5.2-33.5
Platelet count 415.5 441.0 4145 0.146 431.0 411.0 398.0 0.316 415.0 411.0 399.0 0.462
(x10%/L), median
Range 49 - 1,790 177 - 875 151 - 161 -1,790 49 — 973 115.7 — 802 119 -1,790 115.7 - 875 143 - 925
1,790
Reticulocyte count 9.8 10 9.45 0.407 9.7 9.85 9.85 0.845 9.3 9.9 9.9 0.867
(%), median
Range 25-29.2 3-28 2.8-29.2 25-32 2.6 -29.2 3.5-22 2.6-21.8 25-28 25-279
Lactate 915 1009 1010 0.130 910 962 907 0.668 804 900 1022.5 0.007*
dehydrogenase (U/L),
median
Range 401 - 3692 482 -3692 411- 401 — 3542 420 - 3692 411 - 3000 401 - 3153 427 — 3542 445 — 3692
3153
Indirect bilirubin 2.8 2.76 2.7 0.679 2.8 2.73 3.02 0.630 2.7 2.72 2.95 0.567
(mg/dL), median
Range 0.6 —36.19 0.6 -9.35 1.36 - 0.98-36.19 0.6-12.12 1.2-12.78 1.11-9.6 0.6 - 36.19 0.98 - 14.94
7.44
BS haplotype 0.741 0.541 0.867
CAR/CAR 378 57.8 54 56 31 53 180 59 142 58 55 53 92 56 162 58 64 57
Non-CAR/CAR 276 42.2 42 44 27 47 125 41 102 42 49 47 73 44 116 42 49 43
Missing data 35 - 1 - 1 - 22 - 10 - 2 - 6 - 11 - 0 -
a3 7b-thalassemia 0.015* 0.697 0.490
Mutated 148 23 14 15 19 33 65 21.6 58 24 25 25 41 25 61 23 21 20
Non-mutated 496 77 79 85 39 67 236 784 185 76 74 75 124 75 208 77 91 80
Missing data 45 - 4 - 1 - 26 - 11 - 7 - 6 - 20 - 1 -
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rs1207568 (G>A) co- 0.702 0.710 0.445
dominant

GG 500 72.6 72 74 46 78 240 73 180 71 79 75 123 72 215 74 77 68

GA+AA 189 274 25 26 13 22 87 27 74 29 27 25 48 28 74 26 36 32
rs9536314 (T>G) 0.692 0.216 0.922
dominant

T 520 75.5 77 79 45 76 250 76 196 77 73 71 129 75 217 75 87 77

TG+GG 169 245 20 21 14 24 77 24 58 23 33 29 42 25 72 25 26 23

CAR, Central African Republic, VOCs, Vaso-occlusive crisis, * Indicate differences statistically significant.
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6 DISCUSSAO GERAL

KLOTHO é um gene importante na producdo do NO, na homeostase
vascular por inibir expressdo de moléculas de adesdo e no combate ao estresse
oxidativo (MAEKAWA et al., 2009; RICHTER et al., 2016; SHEN et al., 2018). Em
virtude disso, torna-se um interessante candidato a modulador molecular da AF, ja
tendo sido estudado por diversos grupos que avaliaram associacdo de diferentes
polimorfismos com diferentes complicagdes da doenca (BALDWIN et al., 2005;
ELLIOTT et al., 2007; NOLAN et al., 2004, 2006a; ULUG et al., 2009).

Neste trabalho, foi descrita pela primeira vez a associacdo do polimorfismo
rs211239 (A > G) com o numero de crises vaso-oclusivas e também do polimorfismo
rs685417 (G > A) com AVC, priapismo e numero de complicagbes em individuos
com AF. Esses polimorfismos foram selecionados por terem sido associados na
literatura com diferentes complicacbes da AF. O KL rs211239 fora descrito por
Baldwin e cols. (2005) associado com osteonecrose e, por Nolan e cols. (2004), com
priapismo (BALDWIN et al., 2005; NOLAN et al., 2004). No presente estudo estes
resultados n&o foram reproduzidos, o que pode ser explicado pela diferenga
populacional entre os estudos (este com populacdo Pernambucana e 0s outros com
populacdo Americana composta por Afrodescendentes) e pelos diferentes critérios
na selecdo de grupos controle (aqui, foram selecionados individuos acima de 18
anos sem nenhuma das 5 principais complicagdes, enquanto no de Baldwin e cols.
foram individuos adultos apenas sem osteonecrose e no de Nolan e cols. foram
individuos a partir de 10 anos apenas sem priapismo, sendo esse fator da idade
também um viés importante). Ulug e cols. (2009) ao estudarem individuos Afro-
descendentes também n&o encontraram associacdo com osteonecrose e Elliott e
cols. (2007) também n&o encontraram associagdo com priapismo (BALDWIN et al.,
2005; ELLIOTT et al., 2007; NOLAN et al., 2004; ULUG et al., 2009).

O polimorfismo KL rs685417 (G > A) fora associado anteriormente com
Ulceras de perna e osteonecrose (BALDWIN et al., 2005; NOLAN et al., 2006a).
Aqui, essas associacbes ndo foram reproduzidas, sendo, assim como para o
polimorfismo KL rs211239, uma possivel explicacdo a diferenca entre composi¢ao
genética das populagbes entre os estudos e também os diferentes critérios de
selecédo de grupos. Por outro lado, mostrou-se, pela primeira vez, associacao desse

SNP com priapismo, AVC e numero de complicagdes.
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Essas associacdes encontradas podem estar associadas a alguma alteracao
que esses polimorfismos venham a trazer no produto génico de KL, sendo
importante que estudos funcionais com eles sejam desenvolvidos.

Além deles, os polimorfismos funcionais KL 1207568 (G > A) e KL
rs9536314 (T > G) também foram estudados, uma vez que apresentam descricao
funcional na literatura e sdo associados com diferentes fenétipos em outras
condicdes clinicas (HAO et al., 2018; KAWANO et al., 2002; REVELAS et al., 2018).
Entretanto, ndo foram encontradas associacdoes entre eles e as complicacbes
clinicas analisadas na AF. Apesar de ndo terem sido encontradas associagdes,
devido ao fato de terem descricdo funcional e ao fato de KL ter diversas funcoes
descritas em vias importantes na fisiopatologia da AF, é interessante que mais
estudos sejam desenvolvidos para avaliar se em outras populagbes outros
resultados sé@o descritos.

Por fim, ao realizar a dosagem do sKL foi percebido que individuos com
osteonecrose apresentaram maior dosagem do que aqueles sem a complicacéo.
Uma possivel explicacdo para esse resultado pode ser encontrada na inibicdo que
sKL exerce na via Wnt/B-catenina. Uma vez inibida esta via, € comprometida a
regeneracado O0ssea, o que pode contribuir para o surgimento da osteonecrose,
complicacdo que surge pelos sucessivos micro infartos 6sseos comuns na AF,
consequente dano tecidual e falha na regeneracdo (CARRILLO-LOPEZ et al., 2021;
MUNOZ-CASTANEDA et al., 2020). H& outros estudos na literatura que associam a
inibicdo dessa via com o surgimento de osteonecrose em outros contextos clinicos
gue ndo da AF. Por exemplo, Wu e cols. encontraram associacdo de osteonecrose
com o uso de glicocorticéides que estariam inibindo o receptor Frizzled1, importante
para a ativacdo da via;, outro exemplo € de Chen e cols., que encontraram
associacao entre o uso de alcool levando ao aumento de DKK-1 (importante inibidor
da via) e o desenvolvimento de osteonecrose (CHEN et al., 2021; WU et al., 2019).

Embora neste caso KL tenha aparecido como um fator de risco para
osteonecrose, nao necessariamente seria um fator de risco para outras
complicagbes e para a AF de modo geral, uma vez que suas fungdes levam a crer
que é uma proteina protetora para a fisiopatologia da AF. Essa associacdo de risco
pode estar associada especificamente ao tecido 6sseo, mas é importante que mais

estudos sejam realizados para entender como ele pode modular as outras
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complicacBes da doenca (embora com Ulceras de perna ndo tenha sido encontrada
associacado estatisticamente significativa, mais estudos com N amostrais mais
significativos sdo importantes para reforgar estes achados). Pode-se fazer aluséo,
por exemplo com a talassemia-a, que se mostra protetora para complicacbes de
cunho hemolitico, mas pode ser um risco para complica¢cdes de cunho vaso-oclusivo
(BELISARIO; VIANA, 2011).

Em relacdo a associacado da dosagem de sKL com os polimorfismos, para o
polimorfismo rs9536314 (T > G) ndo foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa. Em relagdo ao polimorfismo rs1207568 (G > A), os individuos GG
apresentaram maior dosagem do que aqueles GA e AA. Esse achado esta de
acordo com alguns relatos da literatura que relatam que, devido a localizacdo em
regido promotora, a troca do G > A estaria envolvida na interacdo com fatores de
transcricdo, diminuindo a transcricdo e consequente traducéo da proteina (DONATE-
CORREA et al., 2016; KAWANO et al., 2002). Essa associagao foi mantida mesmo
guando foram analisados os individuos excluindo aqueles que tiveram osteonecrose.
Este é o primeiro relato que traz a associacdo em individuos com anemia falciforme.

Os achados aqui relatados mostram que KL parece ser um importante
modulador da AF, sendo interessante que mais grupos passem a pesquisa-lo a fim
de entender como ele pode contribuir para o curso clinico e assim contribuir cada

vez mais para o entendimento da modulacdo da doenca.
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7 CONCLUSOES
Em individuos com anemia falciforme analisados no estudo:

e Individuos com genotipo GG para o polimorfismo KL rs211239 (A > G)
mostraram maior frequéncia de crises vaso-oclusivas ao ano do que aqueles com
genaotipos AG e AA,;
e Individuos com o gendtipo GG para o polimorfismo KL rs685417 (G > A)
apresentaram menor frequéncia de AVC, priapismo e menor numero de
complicagdes;
e Individuos com genotipo GG para o polimorfismo KL rs685417 (G > A)
apresentaram menor probabilidade de desenvolver priapismo num mesmo
intervalo de tempo quando comparados aos individuos GA e AA;
e Os polimorfismos rs9536314 (T > G) e rs1207568 (G > A) ndo se mostraram
associados com as complicag@es clinicas analisadas;
¢ Individuos com osteonecrose apresentaram maior dosagem de KL soltvel do
gue os aqueles sem essa complicacao;
¢ Individuos com gendétipo GG para o polimorfismo rs1207568 apresentaram

maior dosagem de KL soltuvel do que os individuos com gendtipos GA e AA.
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authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for

compensation.



97

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s)
for both the print and online format and to include evidence that such permission has
been granted when submitting their papers. Any material received without such
evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit manuscript” on the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given on the screen.

Please ensure you provide all relevant editable source files. Failing to submit these
source files might cause unnecessary delays in the review and production process.
Title Page

Please make sure your title page contains the following information.

Title

The title should be concise and informative.

Author information

-The name(s) of the author(s)

-The affiliation(s) of the author(s), i.e. institution, (department), city, (state), country
-A clear indication and an active e-mail address of the corresponding author

-If available, the 16-digit ORCID of the author(s)

If address information is provided with the affiliation(s) it will also be published.

For authors that are (temporarily) unaffiliated we will only capture their city and
country of residence, not their e-mail address unless specifically requested.

Abstract
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Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

For life science journals only (when applicable)

Trial registration number and date of registration

Trial registration number, date of registration followed by “retrospectively registered”
Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading 'Declarations'.
If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading
and write 'Not applicable’ for that section.

To be used for all articles, including articles with biological applications

Funding (information that explains whether and by whom the research was
supported)

Conflicts of interest/Competing interests (include appropriate disclosures)

Avalilability of data and material (data transparency)

Code availability (software application or custom code)

Authors' contributions (optional: please review the submission guidelines from the
journal whether statements are mandatory)

Additional declarations for articles in life science journals that report the results of
studies involving humans and/or animals

Ethics approval (include appropriate approvals or waivers)

Consent to participate (include appropriate statements)

Consent for publication (include appropriate statements)
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Please see the relevant sections in the submission guidelines for further information
as well as various examples of wording. Please revise/customize the sample
statements according to your own needs.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

-Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

-Use italics for emphasis.

-Use the automatic page numbering function to number the pages.

-Do not use field functions.

-Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

-Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

-Use the equation editor or MathType for equations.

-Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (Download zip, 190 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation
of a reference included in the reference list. They should not consist solely of a
reference citation, and they should never include the bibliographic details of a

reference. They should also not contain any figures or tables.
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Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section on the title page. The names of funding organizations should be written in full.
Scientific style

-Please always use internationally accepted signs and symbols for units (Sl units).
-Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to
those used by Chemical Abstract Service or IUPAC.

-Genus and species names should be in italics.

-Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the
generic name should be given at first mention.

-Please use the standard mathematical notation for formulae, symbols, etc.:Italic for
single letters that denote mathematical constants, variables, and unknown quantities
Roman/upright for numerals, operators, and punctuation, and commonly defined
functions or abbreviations, e.g., cos, det, e or exp, lim, log, max, min, sin, tan, d (for
derivative) Bold for vectors, tensors, and matrices.

References

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets.
Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
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2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that
have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text.

The entries in the list should be numbered consecutively.

If available, please always include DOIs as full DOI links in your reference list (e.g.
“https://doi.org/abc’).

-Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738.
https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

-Article by DOI

Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

-Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

-Book chapter
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Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

-Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

-Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List
of Title Word Abbreviations, see

ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which
is included in Springer's LaTeX macro package.

Tables

-All tables are to be numbered using Arabic numerals.

-Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

-For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

-Identify any previously published material by giving the original source in the form of
a reference at the end of the table caption.

-Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath the

table body.
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Artwork and Illustrations Guidelines

Electronic Figure Submission

-Supply all figures electronically.

-Indicate what graphics program was used to create the artwork.

-For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

-Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

-Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

-Definition: Black and white graphic with no shading.

-Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

-All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

-Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

-Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

-Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

-If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

-Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

-Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

-Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
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Color Art

-Color art is free of charge for online publication.

-If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are
still apparent.

-If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
-Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

-To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

-Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2—-3 mm (8-12 pt).

-Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

-Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

-Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

-All figures are to be numbered using Arabic numerals.

-Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

-Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

-If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,"Al,
A2, A3, etc." Figures in online appendices [Supplementary Information (SI)] should,

however, be numbered separately.
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Figure Captions

-Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.
-Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

-No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

-Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

-Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

-Figures should be submitted separately from the text, if possible.

-When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

-For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas),
or 174 mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

-For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than 195

mm.



ANEXO B PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬂ CEP PERNAMBUCO CENTRO DE W
U[=5F &8 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUESTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AMALISE DA MODULM;.JE.O CLiMICA D& ANEMIA FALCIFORME POR VARIAVEIS
MO GEME KLOTHO

Pesquizador: Jéssica Vitoria Gadelha de Freitas Batista

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da COMER;);

Versao: 2

CAAE: 95188618.0.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 2.965.710

Apresentagdo do Projeto:

O projeto intitulado *Analise da modulagdo clinica da anemia falciforme por varidveis no gene klotho® foi
apresentado pela estudante de Doutorado do Programa da Pds Graduagdo em Genética da UFPE, Jéssica
Vitoria Gadelha de Freitas Batista, sob a crientagdo do Prof. Marcos André Cavalcanti Bezerra. A anemia
falciforme & uma condigo clinica heterogénea de mutagfo (nica gue leva a sinteze da HbS em detrimento
da hemoglobing normal (Hb&). O projeto visa avaliar polimorfismos no gene klotho, a sua expressdo em
nivel de RMA mensageire & proteina e a associagdo desses achados com as complicagdes clinicas da
doenga e também com os niveis de outras moléculas importantes na fisiopatologia da anemia falciforme. A
amostra sera constituida de 900 pacientes portadores de anemia falciforme, ndo relacionados,
acompanhados na Fundagio de Hematolegia e Hemoterapia de Permnambuco (HEMOPE), Recife—PE. De
todos os pacientes serdo analisados os perfis clinicos, laboratoriais & moleculares & 05 mesmos serdo
divididos em grupo caso (sendo composto pelos pacientes que apresentarem complicagdes clinicas
relatadas no prontudrio) e grupo controle (individuos acima de 18 anos gue ndo tenham desenvolvido
nenhuma das principais complicagdes clinicas decorrentes da doenca, comoe doen¢a cerebrovascular,
ulceras de perna, osteonecrose, sindrome tordcica aguda e priapisma).

Enderego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4. Predio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (B1)2126-8588 E-mail: cepccsi@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
p FLe: PERNAMBUCO CENTRO DE W
U[=5F &8 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Coninuagdo do Parecer: 2.965.710

Objetivo da Pesquiza:
Avaliar polimorfismos no gene KLOTHO, a sua expressao em nivel de RNA mensageiro € proteina e a
associagdo desses achados com as complicagdes clinicas da doenga e também com os niveis de outras

moléculas importantes na fisiopatologia da AF: VCAM-1, ICAM-1, nitrato e nitrito.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os individuo gque aceitar participar ndo estara sujeito a grandes rizcos, existindo apenas a possibilidade de
incdmodo no momento da coleta de sangue e formag&o de um pegueno hematoma no local. Esses riscos,
entretanto, serdo minimizades pelo fato de que =era realizado por profizgionais treinados e qualificados da
Fundagio Hemope.

Beneficios:

O estudo visa auxiliar na determinagdo de um marcador melecular gue possa indicar um bom ou mal

prognéstico da doenga, podendo auxiliar no tratamento do paciente desde o inicio.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os ajustes sugeridos foram aceitos e realizados na metodologia e no TCLE.

Congideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Todos apresentados e as corregbes foram realizadas satisfatoriamente.

Recomendagdes:

nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Menhuma. Considero o projeto aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéneias foram atendidas e o protocolo estd APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APHDVA@E.D DEFINITIVA do projeto 5o sera dada apds o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesgquisador devera fazer o download do modelo de Relatdrio Final para envia-lo via
“Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final®, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciag8o desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitive pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocoly aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CHNS/IMS N® 466/12).

Enderego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4. Predio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2125-8586 E-mail: cepccsi@iufpe.br
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Coninuagdo 0o Parecer: 2 965710

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE &
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Grard

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando

a parte do protocole a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, é cbrigatério gque o pesquisador responsavel pelo

Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das afividades desenvolvidas no

pericdo de 12 meses a contar da data de sua aprovacio (item X.1.3.b., da ResolugBo CNS/MS N° 466/12).

0O CEPI/CCS/UFPE deve ser informado de todos og efeitos adversos ou fatos relevantes que alierem o curso
normal do estude (item V.5, da Resolugio CNSIMS N° 466/12). E papel dofa pesquisadorfa assegurar

todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocormido (mesmo que tenha sido

em outro centro) e ainda, enviar notificagdo & ANVISA — Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagdo
Informagtes Basicas PB_INFDRMAQ&ES_B;&SICAS_DO_P 16/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1097833 pdf 09:32:41
Qutros Carta_resposta_pendencias.docx 16/10/2018 |Jéssica \itaria Aceito

09:31:34 | Gadelha de Freitas

Batista

Projeto Detalhade ! | Projeto_pendencia_cormigida.docx 16/MD/2018 |Jéssica Vitoria Acsito
Brochura 09:30:38 Gadelha de Freitas
Investigador Batista
TCLE / Temmoz de  |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_LIVRE_[ 16/10/2018 |Jéssica Vitdria Aceito
Assentimento / ESCLARECIDO_compendenciacorrigida 09:29:59 Gadelha de Freitas
Justificativa de .docx Batista
Auséncia
TCLE / Temmoz de  |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 16/10/2018 |Jéssica Vitdria Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_PARA_MAIORES 09:29:38 Gadelha de Freitas
Justificativa de _DE_18_AMNOScom_pendencia_corrigid Batizta
Auszéncia a.docx
TCLE / Temos de  |TCLE_MEMNORES_IDADE_com_penden| 12102018 |Jéssica Vitoria Acsito
Assentimento / cia_corrigida.docx 17:54:37 Gadelha de Freitas
Justificativa de Batista
Auszéncia
Outros declaracao_vinculo_jessica.pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitdria Acsito

10:52:56 Gadelha de Freitas

Batista

Qutros termo_de compromisso_e_confidenc 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Aceito

Enderego: Aw. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(8112126-8568

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.740-600
RECIFE

E-mail: cepccsi@ufpe.br
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Coninuagdo §o Parecer 2.965.710

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Qo ™

Cutros ialidade_assinado_2015.pdf 10:50:44 |Gadelha de Freitas Acsito
Batista
Cutros Curriculo_LATTES_ANTONIO. pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Acsito
10:50:02 |Gadelha de Freitas
Batista
Cutros LATTES _MARCOS pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Acsito
10:49:45 Gadelha de Freitas
Batista
Owutros LATTES_JESSICA pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Aceito
10:49:30 Gadelha de Freitas
Batista
Qutros anuencia_hemope_assinada.pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Aceito
10:45:43 Gadelha de Freitas
Batista
Folha de Rosto folha_de_rosto_assinada.pdf 03/08/2018 |Jéssica Vitoria Aceito
10:38:19 Gadelha de Freitas
Batista

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagio da COMEP:

M&o

RECIFE, 17 de Outubro de 2015

Assinado por:

Gisele Cristina Sena da Silva Pinho

(Coordenador(a))

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Predio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio: RECIFE
Telefone: (B1)2128-B588

UF: PE

CEP: 50.740-500

E-mail: cepcesi@ufpe.br
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ANEXO C CURRICULUM VITAE (LATTES)

Artigos completos publicados em periédicos

1. BATISTA, JESSICA V. G. F. ; ARCANJO, GABRIELA S. ; BATISTA, THAIS H. C.
; SOBREIRA, MARCONDES J. ;SANTANA, RODRIGO M. ; DOMINGOS, IGOR F. ;
HATZLHOFER, BETANIA L. ; FALCAO, DIEGO A. ; PEREIRA-MARTINS,DIEGO A. ;
OLIVEIRA, JESSICA M. ; ARAUJO, AMANDA S. ; LARANJEIRA, LUANA P. M. ;
MEDEIROS, FERNANDA S. ;ALBUQUERQUE, FLAVIA P. ; ALBUQUERQUE,
DULCINEIA M. ; SANTOS, MAGNUN N. ; HAZIN, MANUELA F. ; DOS ANJOS,ANA
C. ; COSTA, FERNANDO F. ; ARAUJO, ADERSON S. ; LUCENA-ARAUJO,
ANTONIO R. ; BEZERRA, MARCOS A. .nfluence of UGT1Al promoter
polymorphism, a-thalassemia and s haplotype in bilirubin levels and cholelithiasis in
a large sickle cell anemia cohort. ANNALS OF HEMATOLOGY, v. 100, p. 903-911,
2021.

2. HATZLHOFER, BETANIA LUCENA DOMINGUES PEREIRA-MARTINS, DIEGO
ANTONIO DE FARIAS DOMINGOS,IGOR ARCANJO, GABRIELA DA SILVA
WEINHAUSER, ISABEL FALCAO, DIEGO ARRUDA FARIAS, ISABELA CRISTINA
CORDEIRO, DE FREITAS BATISTA, JESSICA VITORIA GADELHA, PRADO,
LUANA PRISCILLA LARANJEIRA OLIVEIRA, JESSICA MARIA FLORENCIO
BATISTA, THAIS HELENA CHAVES SOBREIRA, MARCONDES JOSE DE
VASCONCELOS COSTADE SANTANA, RODRIGO MARCIONILO ARAUJO,
AMANDA BEZERRA DE SA DE MELO, MANUELA ALBUQUERQUE
DEANCANTARA, BRUNA VASCONCELOS COELHO-SILVA, JUAN LUIZ DE
MOURA RAFAEL, ANA BEATRIZ LUCAS DE LIMA SILVA,DANIZIA MENEZES
ALBUQUERQUE, FLAVIA PEIXOTO SANTOS, MAGNUN NUELDO NUNES DOS

ANJOS, ANA CLAUDIACOSTA, FERNANDO FERREIRA DA SILVA ARAUJO,



111

ADERSON LUCENA-ARAUJO, ANTONIO ROBERTO, et al. ; Alpha thalassemia, but
not BS-globin haplotypes, influence sickle cell anemia clinical outcome in a large,
single-center Brazilian cohort. ANNALS OF HEMATOLOGY, v. 100, p. 921-931,
2021.

3. VARELA, N. M. T.; BATISTA, J. V. G. F.; CARVALHO, A. M. C.; NASCIMENTO,
F. R. B. D.; BEZERRA, M. A. C. ANALYSIS OF THE INCIDENCE OF
HAEMOGLOBIN S IN NEWBORNS IN PERNAMBUCO, BRAZIL. International

Journal of Pediatric Research and Reviews, v. 19, p. X-X, 2019.

Apresentacdes de trabalhos

1. Oliveira, J.M.F.; BATISTA, J. V. G. F.; ARCANJO, G. S.; HATZLHOFER, B. L. D,
MARTINS, D. A. P.; DOMINGOS, I. F.; RAFAEL, A. B. L. M.; ARAUJO, A. S. ;
ARAUJO, A. R. L. ; BEZERRA, M. A. C. . AVALIACAO DA ASSOCIACAO DO
SNPRS1478605 (A>G) DO GENE THBS1 COM ACIDENTE VASCULAR
CEREBRAL EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME.2019. (Apresentacao de
Trabalho/Congresso).

2. ARCANJO, G. S.; BATISTA, J. V. G. F.; Oliveira, J.M.F.; DOMINGOS, |I. F ;
ARAUJO, A. B. S. ; ANDRADE, A. M. G. ;ANJOS, A. C. ; ARAUJO, A. S. ; ARAUJO,
A. R. L. ; BEZERRA, M. AL C. . VITAMIN D RECEPTOR (VDR)
GENEPOLYMORPHISMS AND SICKLE CELL ANEMIA SEVERITY. 2019.
(Apresentacéo de Trabalho/Congresso).

3. SILVA, C. I. N.; RAFAEL, A. B. L. M.; AGUIAR, A. M. G.; SILVA, D.M.L ;
BATISTA, J. V. G. F,; LIMA, M. B. P. L. V. ;COSTA, ILM. ; BEZERRA, M. A. C. ;

HATZLHOFER, B. L. D. . A importancia dos cuidados pré-analiticos no diagnostico e
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classificacdo de pacientes com Hemofilia A. 2019. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

4. BATISTA, J. V. G. F.; ARCANJO, G. S.; Oliveira, J.M.F. ; SILVA, D. M. L. ;
RAFAEL, A. B. L. M. ; ARAUJO, A. B. S. ;BANDEIRA, M. L. S. ; AGUIAR, A. M. G. ;
ALCANTARA, B. V. ; ARAUJO, A. R. L. ; BEZERRA, M. A. C. . Andlise da
associacdo da expressao da proteina KL e dos polimorfismos KL rs1207568 e KL
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