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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é caracterizada por um quadro hemolitico e inflamatorio
crbénico, além de oclusao de vasos da microcirculagdo. Uma importante molécula no
processo de adesado celular e de vaso-oclusdo é a P-selectina. A P-selectina,
exposta na superficie endotelial, leva ao aumento da adesao de leucdcitos e de
hemacias falcizadas, contribuindo para a vaso-oclusdo. Polimorfismos no gene que
codifica a P-selectina (SELP) podem estar associados a um quadro clinico adverso
nos pacientes com AF. Assim, o objetivo deste trabalho € investigar a associagéo de
polimorfismos (rs1800805, rs6131 e rs6133) no gene SELP e os niveis séricos da
P-selectina soluvel (sP-selectina) e associar com o quadro clinico de pacientes com
AF. Foram selecionados 327 pacientes com AF, com mediana de idade de 34 anos
(18 - 63 anos), sendo 56,3% do sexo feminino. Os polimorfismos rs1800805 e
rs6131 nao se mostraram associados com a ocorréncia das complicagdes clinicas (P
> 0,05), enquanto o gendtipo GT do rs6133 foi associado com maior frequéncia (P =
0,025) e incidéncia cumulativa de sindrome toracica aguda (P = 0,037). Além disso,
foram observados maiores niveis séricos de sP-selectina em pacientes com AF
durante a crise vaso-oclusiva quando comparado a controles em estado basal (P <
0,0001). Esses resultados apontam para a importancia da P-selectina no processo
vaso-oclusivo e o potencial do polimorfismo SELP rs6133 como um possivel

marcador molecular dos desfechos clinicos da doenca.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. SELP. P-selectina. rs1800805. rs6131.
rs6133.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is characterized by a chronic hemolytic and inflammatory
condition, along with the occlusion of vessels in the microcirculation. An important
molecule in the cellular adhesion and vaso-occlusive process is P-selectin.
P-selectin, exposed on the endothelial surface, leads to increased adhesion of
leukocytes, and sickled red blood cells, contributing to vaso-occlusion.
Polymorphisms in the gene encoding P-selectin (SELP) may be associated with an
adverse clinical profile in patients with SCA. Thus, the aim of this study is to
investigate the association of polymorphisms (rs1800805, rs6131, and rs6133) in
the SELP gene and serum levels of soluble P-selectin (sP-selectin) and to associate
them with the clinical profile of patients with SCA. A total of 327 SCA patients were
selected, with 56.3% being female, and a median age of 34 years (18 - 63 years).
Polymorphisms rs1800805 and rs6131 did not show associations with the
occurrence of clinical complications (P > 0.05). On the other hand, the GT genotype
of rs6133 was associated with a higher frequency (P = 0.025) and cumulative
incidence of acute chest syndrome (P = 0.037). Furthermore, higher serum levels of
sP-selectin were observed in SCA patients during vaso-occlusive crisis compared to
controls in a basal state (P < 0.0001). These results highlight the importance of
P-selectin in the vaso-occlusive process and the potential of the SELP rs6133

polymorphism as a possible molecular marker for clinical outcomes in the disease.

Keywords: Sickle Cell Anemia; SELP; P-selectin; rs1800805; rs6131; rs6133



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Representagdo do processo de inducdo a falcizagdo das hemacias pela
polimerizagao da desoxi-hemoglobina diante da baixa concentragcao de oxigénio. 14

Figura 2: Fisiopatologia da doenca falciforme. 16
Figura 3: Modelo de sobreposicado de sub-fendtipos da AF.. 17
Figura 4: Complicagdes clinicas comuns da anemia falciforme. 19
Figura 5: Interagdes celulares da P-selectina. 20
Figura 6: Mecanismo de agao do crizanlizumabe. 22

Figura 7: Representacdo esquematica das estruturas das selectinas P-, E-e L-. 24
Figura 8: Polimorfismos no gene da P-selectina humana.. 25

Figura 9: Probabilidade cumulativa para desenvolvimento de STA em pacientes com
AF de acordo com os genatipos para o polimorfismo SELP rs6133. 39

Figura 10: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com a ocorréncia
de crises vaso-oclusivas (CVO) e osteonecrose em pacientes com AF. 40

Figura 11: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os
polimorfismos rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene SELP. 41

Figura 12: Avaliagcdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os
polimorfismos rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes controle
com AF. 42

Figura 13: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os
polimorfismos rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes com AF
durante episodio de crise vaso-oclusiva (CVO). 42

Figura 14: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os
polimorfismos rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes com AF e

osteonecrose.. 43
LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Parametros laboratoriais da populagao geral. 32
Tabela 2: Caracterizagao clinica dos pacientes incluidos no estudo. 33

Tabela 3: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs6131, rs6133 e
rs1800805 do gene SELP. 34



Tabela 4: Analise de associagao do polimorfismo rs6131 do gene SELP, com as
variaveis clinico laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o
modelo codominante. 35

Tabela 5: Andlise de associagdo do polimorfismo rs6133 do gene SELP, com as
variaveis clinico laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o
modelo codominante. 36

Tabela 6: Analise de associagcao do polimorfismo rs1800805 do gene SELP, com as
variaveis clinico laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o
modelo sobredominante. 37

Tabela 7: Andlise de associacao dos alelos dos SNPs rs6131, rs6133 e rs1800805
do gene SELP com variaveis clinicas de pacientes com AF. 38

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Alfa
B Beta

g° Posicdo 6 da cadeia globinica beta



s Cadeia globinica beta com alteragao para a formagéao

da HbS
AF Anemia Falciforme
AVC Acidente Vascular Cerebral
Bl Bilirrubina indireta
BT Bilirrubina total
CRs Repeticbes consenso
CRD Dominio N-terminal de lectina dependente de calcio
CvO Crise vaso-oclusiva
DF Doenca Falciforme
EDTA Acido etilenodiaminotetracético
FDA Food and Drug Administration
EGF Dominio semelhante ao fator de crescimento
eNOS Oxido nitrico sintase endotelial
ET-1 Endotelina-1
Hb A Hemoglobina A
Hb AS Individuo portador do trago falciforme
Hb C Hemoglobina C
Hb D Hemoglobina D
Hb F Hemoglobina fetal
Hb S Hemoglobina S
Hb S/B3° S/B° talassemia
HBB Gene da 3 globina
HCM Hemoglobina corpuscular média
HU Hidroxiuréia
ICAM-1 Do inglés, intercelular adhesion molecule 1
IL Interleucina
LDH Lactato desidrogenase
MAF Do inglés, minor allele frequency
NACF Necrose asséptica de cabeca do fémur
NET Do inglés, Neutrophil extracelular trap
NO Oxido nitrico
PSGL-1 Glicoproteina ligante da P-selectina 1

q Braco longo do cromossomo



RBC

ROS

SELP

SNP

STA
sP-selectina
TLR4
VCAM-1
VCM

1 INTRODUGAO

Do inglés, Red blood cells

Do inglés, Reactive oxygen species

Gene que codifica a P-selectina

Do inglés, Single nucleotide polymorphism
Sindrome toracica aguda

P-selectina soluvel

Do inglés, Toll like receptor 4

Do inglés, Vascular cell adhesion protein 1

Volume corpuscular médio

SUMARIO

1



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

2.2 FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

2.3 COMPLICACOES CLINICAS DA ANEMIA FALCIFORME

2.4 P-SELECTINA
2.5 GENE SELP

2.6 POLIMORFISMOS GENETICOS NO GENE SELP

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO
4.2 DEFINICAO DOS PARTICIPANTES

4.3 ASPECTOS ETICOS

4.4 COLETA DE MATERIAL E DADOS CLINICOS
4.5 ANALISE MOLECULAR

4.5.1 Extracao de DNA gendomico

4.5.2 Genotipagem dos polimorfismos

4.6 DOSAGEM DE sP-SELECTINA

4.7 ANALISE ESTATISTICA

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA COORTE

5.2 GENOTIPAGEM DOS SNPS DO GENE SELP

5.3 ASSOCIACAO DOS SNPS DO GENE SELP COM VARIAVEIS CLINICO-

LABORATORIAIS

13
13
14
17
20
23
24
27
27
27
28
28
28
28
29
30
30
30
30
31
32
32
33

34

5.4 NiVEIS SERICOS DE SP-SELECTINA DE ACORDO COM AS COMPLICACOES

CLINICAS DA AF E VARIANTES DE SELP
6 DISCUSSAO

40
44



7 CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO | - PARECER DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA - UFPE
ANEXO Il - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CURRICULO LATTES

49
50
59

63



11

1 INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hereditaria autossémica recessiva
caracterizada pela presenca de hemacias falcizadas, aumento da adesao celular,
hemolise crénica e inflamagdo. Estes eventos contribuem para a ativagao
de leucocitos e de plaquetas circulantes, além do aumento de
citocinas pré-inflamatorias, resultando em episdédios de vaso-oclusdo, seguido por
isquemia e infarto em varios tecidos. A ocorréncia desses eventos, juntamente com
a hemodlise, compde um conjunto de fatores fisiopatoldgicos determinantes da
grande maioria das complica¢des clinicas nos pacientes com AF. A ocorréncia das
complicacdes clinicas € bastante variavel entre os pacientes, sendo mais comum as
crises de dor, priapismo, sindrome toracica aguda, osteonecrose, Ulceras
maleolares, insuficiéncia renal, dactilite, sequestro esplénico e acidente vascular
cerebral (AVC).

As crises vaso-oclusivas (CVO) na AF sdo eventos complexos que envolvem
a interagao de muitas moléculas, dentre as quais se destaca a P-selectina, que é
uma molécula de aderéncia celular expressa rapida e cronicamente na superficie
das células endoteliais e das plaquetas ativadas. A P-selectina € uma glicoproteina
transmembrana de 140 kDa, que €& armazenada nos corpos de Weibel-Palade,
presentes nas células endoteliais e nos granulos alfa das plaquetas em repouso. Na
situacdo de ativacao celular, durante processos de inflamacédo e de hipdxia, por
exemplo, a P-selectina é rapidamente translocada para a membrana celular.

Na superficie endotelial, a P-selectina medeia o rolamento e a adesdo dos
leucdcitos e das hemacias falcizadas a superficie do vaso. Dessa forma, a ativacao
endotelial vascular aberrante ou persistente causada por gatilhos inflamatérios pode
resultar na alta expressdo da P-selectina e, por sua vez, aumentar a adesédo de
leucécitos e de hemacias falcizadas, levando a danos a vasculatura e contribuindo
para a vaso-oclusdo. Assim, sabendo da heterogeneidade clinica observada entre os
pacientes com AF e da relevancia da investigagdo de marcadores genéticos de risco,
a P- selectina surge como um potencial marcador molecular, dada sua importancia
na fisiopatologia na AF.

O gene SELP, que codifica a proteina P-selectina, esta localizado no
cromossomo 1q24-q25 eapresenta17 éxons,com cerca de 40kb. Algumas

variantes do gene SELP que podem afetar sequéncias reguladoras do gene e a
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sequéncia peptidica da proteina foram relatadas, dentre elas se destacam as
variantes missense G1057A Ser290Asn (rs6131) e G1980T Leu599Val (rs6133)
presentes nos éxons 7 e 12, respectivamente e a variante —1969G/A (rs1800805) da
regiao flanqueadora 5'.

Evidéncias apontam que estes polimorfismos estdo associados coma
modulagcao dos niveis plasmaticos da sP-selectina e, portanto, podem influenciar na
susceptibilidade a doengas por meio deste mecanismo. Apesar de serem
extensivamente estudados no contexto de outras doencgas inflamatérias, esta

relagdo ainda nao foi elucidada na AF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

O primeiro relato da anemia falciforme (AF) na literatura foi o caso de um
jovem de 20 anos, que morava nos Estados Unidos e que possuia hemacias
alongadas e em formato de foice no estirago sanguineo (HERRICK, 1910). Ao longo
dos anos foi sendo desvendado que a doenga € causada por uma alteragao
genética na molécula de hemoglobina, sendo assim considerada a primeira doenga
molecular descrita. A AF é considerada uma das doengas hereditarias monogénicas
mais comuns no mundo, e ocorre devido a uma mutagdo de apenas um par de
bases, adenina por timina no sexto cédon do gene HBB, resultando na substituicao
de aminoacidos, residuo de acido glutamico hidrofilico por um residuo de valina
hidrofébico (HBB, glubval, rs334), na cadeia da [(-globina e consequentemente
originando uma hemoglobina (Hb) estruturalmente anormal, a Hb S (AKINGBOLA et
al., 2015).

Doenga falciforme (DF) € um grupo de doengas causadas por desordens
genéticas, as hemoglobinopatias, na presenga da hemoglobina S, sendo a AF,
doenga autossdmica recessiva caracterizada pela homozigose da Hb S, a forma
mais comum e grave representando cerca de 70% dos casos de DF (PIEL et al.,
2010). Outras formas de DF sao heterozigotos onde além da hemoglobina S, ha a
presenca de outra hemoglobina variante como a Hb C, Hb D ou com a beta
talassemia (Hb S/B* talassemia e Hb S/B° talassemia), nesse cenario a gravidade
varia. Na condicdo de heterozigoto Hb AS, os individuos possuem apenas o trago
falciforme, neste caso, sao assintomaticos (STEINBERG, 2008; WARE et al., 2017).

A prevaléncia da AF é alta em regides da Africa e do Oriente Médio (PIEL et
al., 2010). O comércio de escravos e 0os movimentos migratorios populacionais
favoreceram a distribuicdo do alelo B em outras regides (PIEL et al., 2017) tais
como nos Estados Unidos e regides da América Latina, principalmente o Brasil e
Caribe (HUTTLE et al., 2015). Entre 25.000 e 30.000 individuos com AF e cerca de
7 milhdes de portadores (Hb AS) vivem no Brasil, desta forma cerca de 3.500 bebés
com AF nascem a cada ano (CANCADO; JESUS, 2007).

Com base nisso, a AF é considerada um problema de saude publica no

Brasil. Algumas regides do pais apresentam maior prevaléncia da doenga, como no
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estado de Pernambuco, que em torno de 1 em cada 23 recém-nascidos vivos possui
o traco falciforme e 1 em cada 7.000 nasce com a doenga falciforme (MINISTERIO
DA SAUDE, 2018). Por ser uma doenca de alta prevaléncia e gravidade, em 2001 o
Ministério da Saude, mediante a portaria n°® 822/01, determinou que a pesquisa de
hemoglobinopatias fosse realizada como parte do Programa de Triagem Neonatal,
para facilitar o diagndstico precoce e isso refletir na melhoria da qualidade de vida
dos pacientes (LOBO et al., 2014).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF), também conhecida como drepanocitose, € a forma
mais grave, e incapacitante, da DF (REES et al., 2010). A troca de aminoacidos
acido glutdmico por valina na cadeia da [(-globina € um evento chave na
fisiopatologia da AF. A valina € um aminoacido neutro, o que favorece a interagao
intermolecular entre os tetrdmeros de hemoglobina e, consequentemente, a
polimerizagdo da Hb S no interior dos eritrécitos. Dessa forma, a estrutura
quaternaria muda de conformacdo e a molécula adquire a forma de estrutura
primaria, tornando a molécula insoluvel, ocorrendo a eritro-falcizagdo (Figura 1)
(PICCIN et al., 2019).

Figura 1: Representagédo do processo de indugéo a falcizagdo das heméacias pela polimerizagao
da desoxi-hemoglobina diante da baixa concentragao de oxigénio.
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Fonte: Galiza Neto; Pitombeira, 2003.

Algumas condigbes podem favorecer a polimerizagdao da Hb S, como a
concentragao intraeritrocitaria de Hb S, pH, temperatura, redugcdo de agua e ions
celulares (desidratagdo) e presenga de outras hemoglobinas como a Hb A ou a
hemoglobina fetal (Hb F). A polimerizacdo ocorre quando as moléculas de Hb S
desencadeiam as interagdes intermoleculares hidrofébicas, e desta forma, se
organizam em longos polimeros, ocorrendo grandes alteragcbes morfologicas e
funcionais dos eritrocitos, como sua falcizagao (Figura 1) (SONATI; COSTA, 2008).

Quando acontecem estes ciclos de polimerizagao e despolimerizagdo, danos
ao citoesqueleto da membrana eritrocitaria tornam as células irreversivelmente
falcizadas (STEINBERG, 2008). Como ocorre a modificagdo das propriedades da
membrana celular, sua flexibilidade é reduzida e ainda ha uma maior aderéncia ao
endotélio vascular (PICCIN et al., 2019).

Em condi¢cbes de baixa disponibilidade de oxigénio, aumento da acidez e
desidratacédo, a polimerizacdo da Hb S é intensificada (SUNDD et al., 2019). Isso
acontece porque a valina é responsavel por potencializar interacdes hidrofébicas
intraeritrocitaria entre os tetrdameros da Hb S (EATON, 2020). Este processo induz a
rigidez da membrana eritrocitaria e a reducao da elasticidade e da deformabilidade
caracteristica da membrana, causando uma deformagao nos eritrocitos semelhante

a “forma de foice” (Figura 2). Além disso, os  eritrcitos também passam a
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apresentar aumento da capacidade de aderéncia ao endotélio vascular (KUYPERS,
2014).

O processo de polimerizagao da molécula da Hb S induz anemia hemolitica,
vaso-oclusao e, consequentemente, episoddios de crises de dolorosas vaso-oclusivas
(SAAH et al.,, 2022). As células falcizadas possuem alta aderéncia ao endotélio
vascular, sendo a principal causa da vaso-oclusdo em pacientes com AF. A
vaso-oclusdo e a hemodlise sdo os processos fisiopatolégicos da doenga associados
as manifestacdes clinicas (KATO et al., 2017).

As hemacias falcizadas aderem ao endotélio vascular, obstruindo a
microcirculagdo, dificultando o fluxo sanguineo e o aporte da oxigenagao, e
episodios de hemolise (PICCIN et al., 2019). Assim, se tem como consequéncia a
formacao de lesbes isquémicas em varios tecidos e 6rgaos humanos, além de
eventos como infarto tecidual, havendo a indugcdo de respostas inflamatérias de
carater continuo, acentuando a disfuncédo do endotélio vascular (STEINBERG,
2008).

Figura 2: Fisiopatologia da doenca falciforme.
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Adaptado de Steinberg 2008.

A hemolise cronica promove a liberacdo de hemoglobina livre, responsavel
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pelo sequestro de 6xido nitrico (NO), um agente vasodilatador (KATO et al., 2017). A
hemolise crénica também promove o aparecimento de condigdes como a hipdxia,
colelitiase, intolerdncia ao exercicio fisico, fadiga, hipercoagulabilidade e
vasculopatia (KATO et al., 2018; KATO, HEBBEL, STEINBERG, 2009). Citocinas
soluveis, quimiocinas e baixos niveis de NO, entdo, potencializam a inflamacao, a
disfungado endotelial e a lesdo de 6rgaos-alvo — com a presenga de crises dolorosas
de oclusao vascular (CONRAN; BELCHER, 2018). Além das crises de dor, pacientes
falciformes apresentam manifestagdes clinicas como acidente vascular encefalico,
derrames, infartos, priapismo e comprometimento vascular cerebral (BALLAS et al.,
2010).

O paciente falciforme, durante os primeiros meses de vida, ndo apresenta
sintomas relacionados a drepanocitose, sendo assintomatico. Isso é relacionado aos
niveis elevados da Hb F presente em recém-nascidos. A Hb F é capaz de impedir a
polimerizacdo da Hb S, atribuindo protegcdo frente aos sintomas da doenca
(STEINBERG, 2020). A partir do nascimento, a Hb F diminui progressivamente,
enquanto a Hb S mutante se torna dominante apds o sexto més e vida, e induz
maior evidéncia nos sintomas da doenca (PATRINOS; ANTONARAKIS, 2010).

2.3 COMPLICACOES CLINICAS DA ANEMIA FALCIFORME

Na AF as complicagdes clinicas sdo diferentes de uma pessoa para outra,
alguns podem ter complica¢gdes mais severas, varias intercorréncias e outros podem
ter eventos mais leves e com menor frequéncia (AZAR; WONG, 2017). A faixa etaria
também pode ter influéncia nas manifestagdes clinicas, como por exemplo, em
pessoas mais jovens 0 mais comum sao as crises dolorosas, episddios de
vaso-oclusdo, a sindrome toracica aguda e o acidente vascular cerebral
(STEINBERG, 2008).

Um modelo de sobreposi¢cao de sub-fenétipos da AF surgiu para explicar a
ocorréncia das manifestagbes clinicas nesses individuos: um sub-fenétipo de
"viscosidade - vaso-oclusdo" em que individuos com maiores niveis de Hb tém mais
episodios de falcizagdo, culminando em aderéncia eritrocitaria e vaso-ocluséo. Esse
sub-fenétipo envolve complicagbes como crise de dor, sindrome toracica aguda
(STA) e osteonecrose. Um segundo sub- fendtipo de "hemdlise - disfungao

endotelial" esta relacionado com altos niveis de marcadores hemoliticos. Esse
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sub-fendtipo envolve complicagdes como hipertensao pulmonar, priapismo, ulceras
de membros inferiores e doenga cerebrovascular, que inclui complicagbes como
ataque isquémico transitorio, infarto silencioso, Doppler Transcraniano de alto risco e
acidente vascular cerebral (AVC) (Figura 3) (KATO et al., 2007).

Figura 3: Modelo de sobreposicdo de sub-fenétipos da AF. Sugere-se que um conjunto de
complicagbes hemolitico-endoteliais, possam influenciar no desenvolvimento de Ulceras maleolares,
priapismo, hipertensdo pulmonar e talvez no AVC-nao hemorragico.

Niveis de Hb
Crises vaso-oclusivas
Sindrome toracica aguda

Osteonecrose
LDH

Contagem de Reticulocitos

Hb e arginase no plasma E

Hipertensac pulmonar, Priapismo, Ulcera maleolar
AVC?

Disfungho Hemolitico-Endotelial
Vasculopatia Proliferativa

Fonte: Modificado de Kato et al., 2007.

As crises vaso-oclusivas (CVO) s&o as manifestagdes clinicas mais comuns
relacionadas a doenga. Também conhecidas como crises de dor, elas sdo os
principais motivos de internagdes em hospitais em todas as faixas etarias (DARBARI
et al., 2020). Os episddios de CVO resultam de eventos de oclusdo vascular em
diversos tecidos, com lesdo de isquemia-reperfusdo, ocorrendo mais comumente
nas extremidades, torax, abdome e costas (WILLIAMS, Thomas N.; THEIN, 2018).
Diversos fatores podem desencadear a CVO, como infecgdes, febre, desidratagao,
acidose, exposigao a altas temperaturas, umidade e a propria dor (ARZOUN et al.,
2022). Quando ocorrem oclusbées de vasos da microcirculagéo, o infarto tecidual e
necrose sao frequentes, comprometendo diversos tecidos e érgéos. O manejo das
CVOs é realizado por meio do controle da dor com farmacos opioides e n&o opioides
(ARZOUN et al., 2022).

A sindrome toracica aguda (STA) é uma complicagdo pulmonar da doenga
falciforme. Depois da CVO, ela é a segunda maior causa de hospitalizagdo dos

pacientes e muitas vezes pode levar a morte na fase adulta e morbidade na infancia
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(JAIN et al., 2017). A STA é definida como uma complicagéo pulmonar de individuos
com AF que apresentam febre, dor toracica, infiltrado pulmonar evidenciado em
radiografia de térax e leucocitose (DESAI; ATAGA, 2013). A ocorréncia da STA é
multifatorial e alguns eventos podem contribuir para sua ocorréncia como a
vaso-oclusdo, embolia gordurosa pulmonar, atelectasia e infecgbes (PATTERSON et
al., 2018).

A osteonecrose € uma complicagao cronica da AF, que atinge principalmente
individuos do sexo masculino até os 50 anos de idade. Esta complicacao é definida
como a destruicdo da superficie articular 6ssea, devido a episdédios de isquemia,
infarto e necrose tecidual (ADESINA; NEUMAYR, 2019). Os episédios de
vaso-oclusdo comprometem o fluxo sanguineo nas articulagbes e aumentam a
probabilidade de ocorréncia da osteonecrose (ADESINA; NEUMAYR, 2019). A
osteonecrose ou necrose avascular pode acontecer em qualquer osso, porém é
mais comum na cabega femoral, seguido dos quadris, joelhos e ombros (WILLIAMS,
Thomas N; THEIN, 2018). Na AF, € uma complicagcdo associada a alta morbidade e
muitos casos requerem procedimentos cirurgicos, como a artroplastia do quadril,
como tratamento (ADESINA; NEUMAYR, 2019).

Por se tratar de uma doenca sistémica, onde os episddios vaso-oclusivos
podem afetar praticamente todos os 6rgaos e tecidos, podem ser observadas outras
complicagdes diversas como o sequestro esplénico na infancia, o acidente vascular
cerebral, a colelitiase, ulceras de perna, priapismo, retinopatias, cardiopatias, entre
outras (Figura 4) (BALLAS et al., 2010; STEINBERG, 2008).

Figura 4: Complicacgdes clinicas comuns da anemia falciforme.



20

@isfungéo neurocognitiva) Retinopatia

2
AVC ‘ 4 e [Infartodaretina J

(Hipertensao pulmnnarj

STA
Evento de dor aguda

[Hiperhilirrubinemia indireta)

Hepatopatia 3'

:

Cardiomegalia
Insuficiéncia cardiaca

Calculos
biliares ./

Albuminuria
Isostendria
(Necrose papilar\l __

Disfungédo erétil

:F:riapis m9
gravidez
Osteonecrose
perna

Osteomielite I

Septicemia

Asplenia funcional

Infarto esplénico
Sequestro esplénico

I

|

Dor cronica

Fonte: Adaptado de Kato et al. (2018).

Além disso, apesar de ser uma doenga autossdmica recessiva, os individuos
com AF apresentam uma importante heterogeneidade clinica, variando de casos
leves, até casos mais graves com varios internamentos por crises de dor e lesdo de
multiplos 6rgéos. Além da influéncia de fatores ambientais e estilo de vida,
fatores genéticos desempenham importante papel na modulagdo de risco de
desenvolvimento das complicagdes da doenca (PINCEZ et al., 2022).

Os niveis de Hb F, os haplétipos da globina B° e a presenga em conjunto da
alfa talassemia foram descritos como importantes moduladores genéticos de risco
na AF (HATZLHOFER et al., 2021; SERJEANT et al., 2017). Apesar de explicarem
os fendtipos de uma parcela dos pacientes, a associacdo destes moduladores
classicos nao é suficiente para esclarecer a variabilidade clinica de grande parte dos
pacientes (DRISS et al., 2009).

Dessa forma, diversos estudos que foram desenvolvidos para investigar
variantes genéticas, como polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), em genes
envolvidos em vias da inflamagdo, metabolismo do 6xido nitrico, adeséo celular,
hemolise, trombogenese, entre outros, tém apontado associagdes relevantes com os
desfechos da doenga (BATISTA et al., 2021; FERTRIN; COSTA, 2010).
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2.4 P-SELECTINA

A P-selectina é uma glicoproteina de membrana encontrada nos granulos alfa
das plaquetas e nos corpusculos de Weibel-Palade, das células endoteliais, com um
peso molecular de aproximadamente 140 kilodaltons (kDa). Durante o processo
inflamatorio, a hipoxia ou apds a ativagéo celular por agonistas, como a trombina, a
P-selectina é redistribuida rapidamente na superficie celular, levando ao rolamento
dos leucécitos, como neutréfilos e mondcitos, repercutindo na aderéncia das células
ao endotélio vascular (Figura 5). Assim, a P-selectina medeia a interacdo entre
plaquetas, células endoteliais e leucdcitos (ATALAR et al., 2001; BLANN; LIP, 1997)

Figura 5: Interagdes celulares da P-selectina. A P-selectina é armazenada em células endoteliais e
plaquetas nos corpusculos de Weibel-Palade (WPb) e granulos alfa, respectivamente. Apés a
ativagdo, esses granulos translocam-se para a superficie onde a P-selectina é exposta na membrana
plasmatica. A P-selectina expressa na superficie tem a capacidade de se ligar ao PSGL-1 em
leucécitos e plaquetas ou ao GP1ba nas plaquetas. A clivagem proteolitica da p-selectina apds a
ativagao celular dao lugar a uma forma soluvel de P-selectina
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Fonte: Adaptado de Schutzman et al., 2019.

Dessa forma, essa glicoproteina é considerada uma importante molécula de
adesdo, sendo de grande interesse, uma vez que pode contribuir para a
investigacdo dos mecanismos responsaveis pelos fendmenos vaso-oclusivos
(FITZGERALD et al., 1986; TENAGLIA et al., 1997). Além disso, em estudos com
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camundongos com DF foi demonstrado que as plaquetas ativadas se ligam aos
neutréfilos para formar agregados via interagcédo com P- selectina (EMBURY et al.,
2004; ZHANG et al., 2016).

A ativagao celular resulta na quebra e na liberacio proteolitica da P-selectina
na circulacédo como P-selectina soluvel (sP-selectina), que € reconhecida como um
marcador de disfungao endotelial e de hiperatividade plaquetaria (KAUR et al., 2020;
PANICKER et al., 2017). A sP-selectina, pode induzir a formagao de particulas
pro-coagulantes. A glicoproteina ligante da P-selectina (PSGL-1) é caracterizado
como uma mucina homodimérica de 240 kDa (consistindo em duas cadeias
polipeptidicas de 120 kDa), que € expressa em quase todos os leucdcitos
(MERTEN; THIAGARAJAN, 2004).

A ligacdo da diade P-selectina e PSGL-1 forma agregados plaquetas-
leucdcitos, iniciando multiplos eventos de sinalizagdo. Esta interagao da P- selectina
com PSGL-1 induz a regulagdo positiva do fator tecidual, além da liberagdo de
citocinas proé-inflamatérias e da produgdao de microparticulas pro- coagulantes.
Assim, ha contribuicdo para a formagdao de um estado pré- trombdtico (MERTEN;
THIAGARAJAN, 2004).

Dessa forma, a P-selectina pode desempenhar um papel importante da
fisiopatologia da AF. Apesar de contribuir para a senescéncia hepatica a longo
prazo, a deficiéncia de P-selectina em camundongos falcémicos inibe a vaso-
oclusdo hepatica (VATS et al., 2021). Além disso, a P-selectina potencializa a
inflamacéao induzida pelo grupo heme livre, favorecendo o dano pulmonar agudo na
AF (GHOSH et al., 2019). Estudos com camundongos e humanos com AF
mostraram que estes possuem agregados de plaquetas-neutréfilos acentuadamente
aumentados em comparagdo com controles (POLANOWSKA-GRABOWSKA et al.,
2010).

Além disso, agentes antiplaquetarios, e um anticorpo anti-P-selectina,
levaram a forte diminuicdo da formagdo de agregados plaquetas-leucécitos,
diminuicdo da ativacédo de neutrofilos e da lesdo pulmonar em camundongos. Esses
dados indicam papel relevante da P-selectina na inflamacgao vascular e da terapia
antiplaquetaria e anti-P-selectina no controle da lesdo tecidual na AF
(POLANOWSKA-GRABOWSKA et al., 2010).

Neste contexto, pacientes com DF, submetidos a terapia com o

crizanlizumabe, um anticorpo monoclonal anti-P-selectina, mostraram taxas de
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crises vaso-oclusivas reduzidas, além de aumento no tempo de ocorréncia da
primeira crise apos o tratamento. Além disso, foi observada menor taxa de
desenvolvimento de complicagdes como o sequestro esplénico apds a ocorréncia
uso do crizanlizumabe (ATAGA et al., 2017; KUTLAR et al., 2019).

O crizanlizumabe se liga a P-selectina inativando-a e impedindo que ela se
ligue ao PSGL-1, evitando assim que haja a adesdo de plaquetas, leucdcitos e
hemacias falcizadas ao endotélio vascular ativado e consequentemente o processo
de vaso-oclusdo (KUTLAR et al, 2019) (Figura 6). Com isso, a terapia com
anticorpo anti-P-selectina agora é aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) americana, para a prevengao de crises vaso- oclusivas em pacientes com DF
(KARKI; KUTLAR, 2021).

Figura 6: Mecanismo de agéo do crizanlizumabe. O crizanlizumabe é um anticorpo monoclonal que
se liga a P-selectina. O bloqueio da P-selectina pode impedir as interagbes célula-célula entre as
células sanguineas e as células endoteliais e, assim, eliminar ou reduzir a vaso-oclusao.
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Fonte: Adaptado de Karki; Kutlar, 2021.

2.5 GENE SELP
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Junto com a P-selectina, outras moléculas compdem a familia das selectinas,
sdo elas a E-selectina e a L-selectina. Os genes que codificam as trés selectinas
estdo agrupados no cromossomo 1g21-q24. O gene que codifica a P- selectina, o
SELP esta localizado no brago longo do cromossomo 1 (1924-925) e abrange >50
kilobases, contém 16 introns e 17 éxons, a maioria dos quais codificam dominios
estruturalmente distintos da proteina (BARBAUX et al., 2001; HERRMANN et al.,
1998).

As moléculas de selectina comegcam com um dominio N-terminal de lectina
dependente de calcio (CRD), responsavel pelo reconhecimento de carboidratos,
seguido por um dominio semelhante ao fator de crescimento (EGF), nove repeti¢cdes
consenso em tandem semelhantes as das proteinas de ligagdo ao complemento, um
dominio transmembranar e uma cauda citoplasmatica (Figura 6). (MORRIS et al.,
2009). O gene SELP é mais longo em relagdo aos outros genes de selectina porque
contém nove repeticdbes consenso (CRs) em comparagao com seis em
E-selectina e duas em L-selectina (MORRIS et al., 2009; TVAROSKA et al., 2020)
(Figura 7).

Embora a P-selectina seja expressa como uma glicoproteina de membrana
funcional, a sP-selectina, uma isoforma soluvel mais curta foi relatada. Apesar de
poder ser gerada por quebra proteolitica, a sP-selectina foi descrita em humanos
como o produto do splicing alternativo do éxon contendo o dominio transmembranar
(BARBAUX et al., 2001).

Até o momento, diversas variantes polimérficas no gene SELP tém sido
intensivamente estudadas e associadas com a patogénese de doengas trombdticas,
cardiovasculares, ateroscleroéticas e inflamatérias, como lupus e diabetes mellitus
(BARBAUX et al., 2001; HERRERA-MAYA et al., 2020; KOU et al., 2017; MA et al.,
2020; MORRIS et al., 2009).

Figura 7: Representagcao esquematica das estruturas das selectinas P-, E- e L-. As selectinas séao
glicoproteinas de superficie celular compostas por cinco dominios: o dominio de lectina dependente
de célcio N-terminal (CRD), o dominio semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF), a série
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de dominios de repeticbes de consenso (CR), o dominio transmembranar e a cauda citoplasmatica
curta.
COOH

Leucocito

P-selectina

? Y

E-selectina

L-selectina ' r"
(CRD)

(EGF)

(CR)

|
VY -_".:‘\_ Dominio transmembranar ':: '\
SR RAE - -

Endotélio
COOH COOH COOH
Cauda citoplasmatica

Fonte: Adaptado de Tvaroska et al., 2020.

2.6 POLIMORFISMOS GENETICOS NO GENE SELP

Dentre os polimorfismos de nucleotideo unico descritos no gene SELP, alguns
podem afetar as sequéncias reguladoras do gene e a sequéncia peptidica da
proteina. Dentre eles destacam-se as variantes missense G1057A Ser290Asn
(rs6131) e G7980T Val599Leu (rs6133) presentes nos éxons 7 e 12,
respectivamente e a variante —1969G/A (rs1800805) da regido flanqueadora 5'
(Figura 8).
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Figura 8: Polimorfismos no gene da P-selectina humana.
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Fonte: Herrmann et al., 1998.

Evidéncias apontam que estes polimorfismos estdo associados coma
modulagao dos niveis plasmaticos da sP-selectina e, portanto, poderiam influenciar
na susceptibilidade a doencas (BARBAUX et al., 2001; HERRERA-MAYA et al.,
2020; REINER et al.,, 2008). A variante missense G1057A Ser290Asn (rs6131),
localizada na terceira repeticdo consenso da P-selectina de importancia potencial
para ligagao a ligantes, leva a troca de uma serina por asparagina na posi¢cao 290 da
proteina (MARTEAU et al., 2008; TAO et al., 2016; TIMASHEVA et al., 2015).

Andlises de bioinformatica mostraram que para o polimorfismo SELP
Ser290Asn, o alelo 290Asn (A) gera um sitio de ligacdo para as proteinas Srp40.
Essas proteinas tém multiplas fungdes no processo de splicing do pré-mRNA, bem
como na regulacdo do splicing alternativo, o que leva a producdo de isoformas
proteicas (HERRERA-MAYA et al., 2020). Assim, o polimorfismo SELP Ser290Asn
pode afetar a transcricdo do gene SELP e a expressao do nivel de P-selectina (TAO
et al., 2016). Evidéncias apontam que o gendtipo AA deste polimorfismo estava
associado com menores niveis de P-selectina plasmatica (HERRERA-MAYA et al.,
2020). Estudos de associagdo mostraram relacdo do rs6131 com a ocorréncia de
sindrome coronariana aguda, hipertensdo essencial e infarto do miocardio
(HERRERA-MAYA et al., 2020; TIMASHEVA et al., 2015; ZHOU et al., 2014).

O polimorfismo G1980T Val599Leu (rs6133) que ocorre no éxon 12 do gene

SELP, leva a alteragdes conformacionais na proteina devido a troca do aminoacido
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valina por leucina na posigcao 599. O Val599Leu ocorre proximo ao dominio
transmembranar da P-selectina em uma regido que pode ter um papel funcional na
interacdo entre a P-selectina e os leucécitos e prevé-se que a substituicdo de
aminoacidos seja funcionalmente deletéria (MORRIS et al., 2009; REINER et al.,
2008).

E possivel que o alelo G do rs6133 resulte em uma proteina com ligacdo mais
forte ao ligante e, contribuindo para um aumento da atividade inflamatdria, resultante
do maior recrutamento de leucdcitos para os locais de inflamac&o (MORRIS et al.,
2009). O alelo Leu599 foi relacionado com menores niveis de P-selectina (REINER
et al., 2008). Além disso o polimorfismo SELP Val599Leu ja foi associado com o
risco de AVC tromboembolitico, lupus eritematoso sistémico e susceptibilidade e
severidade da COVID-19 (MORRIS et al., 2009; SRIVASTAVA et al., 2022; ZEE et
al., 2004).

Por fim, o polimorfismo -1969 G/A (rs1800805) da regido regulatéria 5’ do
gene SELP, localiza-se em um sitio de ligacdo consenso para os fatores de
transcricdo AP-1 e c-Fos, podendo dessa forma afetar a expressao do gene
(HERRMANN et al., 1998). O polimorfismo rs1800805 mostrou-se associado com os
niveis séricos de sP-selectina em pacientes com doenca coronariana, onde o
gendtipo AA mostrou alta concentracdo sérica de sP-selectina (BARBAUX et al.,
2001). O rs1800805 também mostrou-se associado com o risco aumentado de
doenga cardiovascular, doenga coronariana e infarto do miocardio (KOU et al., 2017,
ZHOU et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associagao de polimorfismosno gene SELP edos niveis
plasmaticos da sP-selectina e correlacionar esses achados com as complicacdes
clinicas de pacientescom anemia falciforme acompanhadosno hospital de
hematologia da Fundacao HEMOPE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do
gene SELP G1057A Ser290Asn (rs6131), 1980T Leu599Val (rs6133) e

-1969G/A (rs1800805) em pacientes com anemia falciforme;

2. Verificar a existéncia de associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas encontradas com as manifestagdes clinicas em

pacientes adultos com anemia falciforme;

3. Avaliar os niveis dasP-selectinaem pacientes com anemia falciforme e
relacionar com as variaveis clinico-laboratoriais e os gendtipos dos

polimorfismos do gene SELP estudados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO

Este trabalho trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectivo com
comparacgao interna de grupos. O projeto foi desenvolvido no Laboratério Central do
Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN-UFPE). A
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) — Recife foi
incluida no projeto como instituicdo coparticipante, onde foram coletadas as
amostras de sangue periférico dos pacientes participantes e realizadas as analises

dos prontuarios de acompanhamento médico dos mesmos.

4.2 DEFINICAO DOS PARTICIPANTES

Durante o periodo de setembro/2021 até julho/2023 foram incluidos na
pesquisa individuos com AF (Hb SS) acima de 18 anos, de ambos o0s sexos,
cadastrados e acompanhados no HEMOPE, Recife-PE. Foram excluidos da
pesquisa pacientes aparentados e pacientes em regime profilatico de
hipertransfusdo e/ou em uso de hidroxiuréia ou ainda que tenham realizado os
referidos tratamentos em menos de 3 meses antes da coleta. Dessa forma, foram
incluidos neste estudo 327 individuos com AF. Destes, 184 (56,3%) eram do sexo
feminino e 143 (43,7%) do sexo masculino. A mediana de idade destes individuos foi

de 34 anos (minimo 18 e maximo 63 anos).

4.3 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CEP/CCS/UFPE). Os
participantes foram orientados sobre a proposta da pesquisa e quando em
concordancia, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

previamente aprovado pelo CEP (Anexos | e II).
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4.4 COLETA DE MATERIAL E DADOS CLINICOS

De todos os individuos que se dispuseram a participar da pesquisa, apos
assinatura do TCLE, foram realizadas coletas de amostras de sangue periférico para
realizacdo das analises moleculares. Foram coletados 8,0 mL de sangue periférico
em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA) para
realizacdo dos experimentos. As amostras coletadas foram conduzidas ao
laboratorio de Hematologia e Biologia Molecular do LABCEN- UFPE, onde foram
processadas para que as analises moleculares pudessem ser realizadas.

Os dados clinicos (ocorréncia das manifestagdes clinicas) e laboratoriais
(hematoldégicos, bioquimicos e quantificagcdo das hemoglobinas) foram obtidos pela
analise dos prontuarios médicos dos pacientes que compareceram regularmente ao
ambulatorio de Hematologia da Fundacdo HEMOPE. A ocorréncia das seguintes
complicagdes clinicas de carater vaso-oclusivo foi analisada: frequéncia de crises de
dor, sindrome toracica aguda e osteonecrose. Todas as complicagdes clinicas
registradas adequadamente nos prontuarios, desde a data de admissdo no
HEMOPE até a data da avaliacdo final dos prontuarios (12/2022), foram
computadas. De acordo com as complicagdes clinicas os pacientes foram alocados
nos seguintes subgrupos:

1. Individuos que desenvolveram sindrome toracica aguda: composto por
pacientes que apresentaram registro clinico de sindrome toracica aguda,
acompanhada de exame de imagem (Raio-X) de térax, mostrando a presencga
de infiltrado pulmonar;

2. Individuos que desenvolveram osteonecrose: composto por pacientes que
apresentam exames de ressonancia magnética e/ou raio-X mostrando lesao
Ossea, além de queixas Osseo-articulares e diagnostico confirmado por
ortopedista;

Adicionalmente todos os pacientes foram analisados de acordo com o numero
de crises vaso-oclusivas (CVOs) que necessitaram de atendimento hospitalar
reportadas ao ano: < 3 CVOs/ano, 3 - 5 CVOs/ano e > 6 CVOs/ano).
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4.5 ANALISE MOLECULAR

4.5.1 Extracao de DNA genémico

A extracao de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos pela técnica
de fenol-cloroférmio modificado (DAVIS et al., 1986). Foram selecionados para este
estudo trés SNPs localizados no gene SELP G1057A Ser290Asn (rs6131), G1980T
Leu599Val (rs6133) e —1969G/A (rs1800805) que apresentam MAF (do inglés, minor

allele frequency) superior a 10% para populagao africana (YRI) e caucasiana (CEU).

4.5.2 Genotipagem dos polimorfismos

A metodologia empregada para a realizagédo das genotipagens foi a técnica de
PCR em tempo real através da detecgao de SNPs utilizando sondas TagMan®. Para
a realizagao dessa técnica foi utilizado o aparelho QuantStudio 5 Real Time PCR
System (Applied Biosystems).

As reagdes foram preparadas em um volume final de 10 pL, utilizando 5 yL de
Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,25 uL de sonda
Tagman na concentragédo de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75 uL de
H20 ultrapura e 1 yL de DNA na concentracdo de 50 ng/uL. A ciclagem para os
ensaios foi 95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e
60 °C por 1 minuto. Apos a reacao de PCR, foi plotado os sinais de fluorescéncia
para cada amostra e assim discriminando os alelos presentes, conforme

recomendagdes do fabricante (Life Technologies, Califérnia, USA).

4.6 DOSAGEM DE sP-SELECTINA

Dos 327 pacientes incluidos no grupo total do estudo, 75 foram selecionados
para a dosagem da P-selectina e foram divididos em trés grupos:

1 Grupo CVO: Composto por 17 pacientes com idade maior que 18 anos e que
apresentaram relatos de crise vaso-oclusiva. Os pacientes foram coletados no
momento do internamento por crise algica caracteristica, previamente a
analgesia.

2 Grupo Osteonecrose: Composto por 20 pacientes que apresentaram registro
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de ressonancia magnética e/ou exame de raio-X mostrando lesdo 6ssea e que
apresentaram evidentes manifestagcbes e queixas clinicas decorrentes da
osteonecrose, relatados no prontuario;

3 Grupo Controle: Composto por 38 pacientes com idade maior que 18 anos em
estado estavel, sem que apresentassem eventos agudos clinicos por pelo
menos 3 meses anteriores a coleta.

As amostras de sangue total dos pacientes foram coletadas em tubos a vacuo
sem anticoagulante, sendo centrifugadas a 1600 rpm por 15 minutos para separagao
do soro, posteriormente armazenado a -80°C até o momento de sua utilizagdo. Para
a dosagem da P-selectina soluvel foi utilizado kit comercialde ELISA (P-Selectin
(Soluble) (CD62) Human ELISA Kit Invitrogen), seguindo recomendagdes do

fabricante.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por
contagem direta. Para verificar se as frequéncias estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de distribuicdo de x2. O teste x? ou
teste exato de Fisher’s (quando aplicavel) foi utilizado para comparagdes entre
variaveis categéricas, enquanto os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney foram utilizados para comparagdes entre as variaveis continuas.

O risco para o desenvolvimento das complicagbes foi avaliado a partir da
anadlise das datas de desenvolvimento das complicagdes, em relagdo a data de
nascimento. Curvas de incidéncia cumulativa foram construidas refletindo o tempo
para o desenvolvimento das complicagdes com o teste de log-rank utilizado para a
comparagao das curvas. Todos os valores de p foram ajustados para os dois lados
com nivel de significancia a 0,05. As analises foram realizadas utilizando o software
SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation) e GraphPad Prism (version 6.0).



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DA COORTE

Dos 327 pacientes selecionados, 149 (45,8%) apresentaram < 3 CVO, 121
(37,2%) entre 3 — 5, e 55 (16,9%) > 6 CVO em 12 meses, 72 (22,3%) individuos

apresentaram STA e 84 (26,0%) osteonecrose. Os parametros laboratoriais e

clinicos estao descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Pardmetros laboratoriais da populagéo geral.

Variavel laboratorial Mediana Intervalo
Hb F (%) 7,4 0,8 -28
Contagem de hemacias (x10'? células/uL) 2,55 1,50 — 4,56
Hemoglobina (g/dL) 7,8 4 -11,60
Hematdcrito (%) 23,7 14,8 — 35,1
Volume corpuscular médio (fL) 92,9 61,8 -121,7
Hemoglobina corpuscular média (g/dL) 31,2 19,2 -40,9
Contagem de leucdcitos (x108/L) 11,5 2,71 -30,6
Contagem de plaquetas (x10%L) 411 101 — 943
Contagem de reticulécitos (%) 9,0 0,20 - 32
Lactato desidrogenase (U/L) 758 192 — 3692
Bilirrubina total (mg/dL) 2,71 0,25 -15,49
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2,08 0,13 -14,94

Fonte: A autora (2024).



Tabela 2: Caracterizagao clinica dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas dos individuos

n (%)
(n total = 327)

Feminino

Masculino

Intervalo (anos)
Mediana (anos)

Crises vaso-oclusivas ao ano

<3

3-5

>6
Sindrome toracica aguda

Sim

Osteonecrose

184 (56,3%)
143 (43,7%)

18 — 63
34

149 (45,8%)
121 (37,2%)
55 (16,9%)

70 (24%)
219 (75%)

84 (26,0%)
239 (74,0%)

Fonte: A autora (2024).

5.2 GENOTIPAGEM DOS SNPS DO GENE SELP

34

A genotipagem para os SNPs rs6131, rs6133 e rs1800805 foi realizada em

um total de 324, 323 e 316 pacientes, respectivamente. A distribuigdo genotipica dos

SNPs apresentou-se dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). Na tabela 3

podem ser observadas as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos

estudados.
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Tabela 3: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene
SELP.

Gene SELP o Frequéncia Frequéncia
Gendtipos o Alelos .
SNP genotipica (n e %) alélica (%)
GG 189 (58,3%)
G 0,77
rs6131 GA 117 (36,1%)
AA 18 (5,6%) A 0,23
GG 126 (39,0%)
G 0,62
rs6133 GT 144 (44,6%)
TT 53 (16,4%) T 0,38
GG 189 (59,8%)
G 0,76
rs1800805 GA 106 (33,5%)
AA 21 (6,6%) A 0,24

Fonte: A autora (2024).

5.3 ASSOCIAGAO DOS SNPS DO GENE SELP COM VARIAVEIS CLINICO-
LABORATORIAIS

Para as analises de associacdo foram aplicados os modelos recessivo,
dominante, codominante e sobredominante. Como pode ser observado nas Tabelas
4 e 6, independente do modelo genético empregado, ndo observamos associagao
entre os polimorfismos rs6131 e rs1800805 com as complicagdes clinicas dos
pacientes com AF (P > 0,05). Foi possivel observar que houve associagdo, do

rs6133 no modelo codominante com STA (Tabela 5).



Tabela 4: Analise de associagéo do polimorfismo rs6131 do gene SELP, com as variaveis clinico
laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o modelo codominante.
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. Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Coraclertions Todee e GG G AR pvao
laboratoriais N = 324 Total: 189 Total: 117 Total: 18 r

N(%) N (%) N (%)
Hb F (%) mediana 7,40 7,20 7,40 5,80 0,537
Intervalo 0,80 — 28,00 0,80 -26,0 1,00 - 21,40 1,50 — 28,00
RBC (x10'2 /uL), 2,55 2,50 2,59 2,59 0,385
mediana
Intervalo 1,50 — 4,56 1,50 — 4,56 1,68 -4,43 1,50 - 3,11
Hb (g/dL), mediana 7,8 7,80 8,00 7,95 0,208
Intervalo 42-11,6 42 -111 52-11,6 49-9.8
Ht (%), mediana 23,7 23,50 24,10 24,2 0,475
Intervalo 14,8 — 35,0 14,8 — 35 16,3 -34,0 14,8 — 28,8
VCM (fL), mediana 92,9 93,3 92,5 934 0,803
Intervalo 61,8—-121,7 61,8-121,7 66,8 — 115,3 77,6 —108,7
HCM (g/dL),mediana 31,2 31,3 30,8 31,9 0,634
Intervalo 19,2 -40,9 19,2 - 40,9 21,3-37,5 24,6 — 35,5
WBC (x10°/L), 11,5 11,6 11,2 12,2 0,702
mediana
Intervalo 2,7-30,0 45-259 4,7 -30,0 2,7-17,8
PLT (x10%L), 410 410 405 440 0,802
mediana
Intervalo 101 — 943 119 — 943 101 - 758 161 -723
Reticulécitos (%), 9,0 9,30 8,70 10,8 0,288
mediana
Intervalo 0,20 - 32,0 1,30 -22,0 0,20-32,0 5,20 - 27,90
LDH (U/L), mediana 758 814 677 574 0,037*
Intervalo 192 — 3692 192 — 3000 237 — 3692 293 - 1217
BT (mg/dL), mediana 2,71 2,93 2,57 2,39 0,209
Intervalo 0,25-15,49 0,25-15,49 0,31 -12,36 1,29 -7,00
Bl (mg/dL), mediana 2,08 2,18 2,00 1,78 0,172
Intervalo 0,13-14,94 0,13-14,94 0,19-11,5 1,15-6,20
Idade, anos, 34 34 33 31 0,417
mediana
Intervalo 18 - 63 19-63 18 - 60 20 -53
Sexo
Feminino 182 (56%) 104 (55%) 64 (55%) 14 (78%) 0,164
Masculino 142 (44%) 85 (45%) 53 (45%) 04 (22%)
STA
Sim 72 (22%) 38 (20%) 28 (24%) 06 (33%) 0,397
Nao 248 (78%) 148 (80%) 88 (76%) 12 (67%)
Dados indisponiveis 3 2 1 -
Osteonecrose
Sim 83 (26%) 51 (72,6%) 28 (24%) 04 (22%) 0,764
Nao 237 (74%) 135 (27,4%) 88 (76%) 14 (78%)
Dados indisponiveis 4 3 1 -
CVO por ano, no
ultimo ano
<3 148 (46%) 81 (43%) 59 (51%) 08 (44%)
3-5 119 (37%) 73 (38%) 37 (32%) 09 (50%) 0,370
>6 55 (17%) 34 (19%) 20 (17%) 01 (06%)
Dados indisponiveis 5 1 1 -

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas,
LDH: Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, STA: Sindrome toracica
aguda, CVO: Crises vaso-oclusivas. *Diferenca significativa (p < 0.05).

Fonte: A autora (2024).



Tabela 5: Analise de associagéo do polimorfismo rs6133 do gene SELP, com as variaveis clinico
laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o modelo codominante.
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. Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Coractertions Todoe e GG Gt T P
laboratoriais N = 323 Total: 126 Total: 144 Total: 53 r

N(%) N (%) N (%)
Hb F (%) mediana 7,40 7,30 6,7 8,6 0,154
Intervalo 0,80-28,00 0,80-28,00 1,00 — 23,00 2,30 - 26,00
RBC (x10'2 /uL), 2,55 2,50 2,54 2,71 0,110
mediana
Intervalo 1,50 — 4,56 1,50 — 4,56 1,54 -4,43 1,77 — 4,08
Hb (g/dL), mediana 7,8 7,8 7,8 8,3 0,038*
Intervalo 42-11,6 42 -11,5 51-11,6 540-11,1
Ht (%), mediana 23,7 23,3 23,8 24,8 0,061
Intervalo 14,8 — 35,0 14,8 — 34 15,4 — 33,6 16,4 — 35,1
VCM (fL), mediana 92,9 93,0 92,5 92,1 0,924
Intervalo 61,8—-121,7 61,8-121,7 65— 115,3 69,9 - 113,8
HCM (g/dL),mediana 31,2 30,9 31,5 30,8 0,715
Intervalo 19,2 -40,9 20,2 - 40,9 19,2 - 37,7 24,0 -37,7
WBC (x10°/L), 11,5 10,8 11,6 12,7 0,086
mediana
Intervalo 2,7-30,0 2,7-25,9 4,5-30,0 56-21,6
PLT (x10%L), 410 406 410 411 0,849
mediana
Intervalo 101 — 943 101 — 943 119 — 802 119 — 925
Reticulécitos (%), 9,0 9,30 9,35 8,00 0,332
mediana
Intervalo 0,20 - 32,0 0,20 -21,10 1,30 - 21,20 2,20-32,0
LDH (U/L), mediana 758 714 757 833 0,154
Intervalo 192 — 3692 223 — 3692 286 — 3153 260 — 2233
BT (mg/dL), mediana 2,71 2,51 2,90 2,52 0,128
Intervalo 0,25-15,49 0,31-15,49 0,25-12,36 0,25-8,15
Bl (mg/dL), mediana 2,08 2,00 2,23 2,00 0,392
Intervalo 0,13-14,94 0,19-14,94 0,13-11,5 0,17 -1,38
Idade, anos, 34 33 35 33 0,424
mediana
Intervalo 18 - 63 19 — 61 18 - 63 19 - 58
Sexo
Feminino 182 (56%) 74 (59%) 78 (54%) 29 (55%) 0,736
Masculino 142 (44%) 52 (41%) 66 (46%) 24 (45%)
STA
Sim 72 (22%) 22 (18%) 42 (30%) 08 (15%) 0,025*
Nao 248 (78%) 102 (82%) 100 (70%) 45 (85%)
Dados indisponiveis 3 1 1 -
Osteonecrose
Sim 83 (26%) 38 (31%) 31 (22%) 12 (23%) 0,227
Nao 237 (74%) 86 (69%) 111 (78%) 41 (77%)
Dados indisponiveis 4 2 2 -
CVO por ano, no
ultimo ano
<3 148 (46%) 58 (46%) 64 (45%) 25 (47%)
3-5 119 (37%) 48 (38%) 55 (38%) 17 (32%) 0,874
>6 55 (17%) 19 (16%) 24 (17%) 11 (21%)
Dados indisponiveis 5 1 1 -

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas,
LDH: Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, STA: Sindrome toracica
aguda, CVO: Crises vaso-oclusivas. *Diferenca significativa (p < 0.05).

Fonte: A autora (2024).
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Tabela 6: Analise de associagdo do polimorfismo rs1800805 do gene SELP, com as variaveis clinico
laboratoriais de pacientes com anemia falciforme de acordo com o modelo codominante.

. Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Coraclertions Todeeoe GG G AR Pl
laboratoriais N = 316 Total: 189 Total: 106 Total: 21 r

N (%) N (%) N (%)
Hb F (%) mediana 7,40 7,40 7,70 7,70 0,867
Intervalo 0,80-28,00 0,80-24,40 1,00 - 26,00 1,00 — 28,00
RBC (x10'2 /uL), 2,55 2,48 2,55 2,59 0,144
mediana
Intervalo 1,50 — 4,56 1,50 — 4,56 1,71-4,33 1,50 - 4,33
Hb (g/dL), mediana 7,8 7,70 7,80 7,90 0,104
Intervalo 42-11,6 420-11,5 5,40 - 11,60 4,9 -11,60
Ht (%), mediana 23,7 23,50 23,8 24,1 0,159
Intervalo 14,8 — 35,0 14,8 — 34,0 16,4 — 33,6 14,8 — 35,1
VCM (fL), mediana 92,9 93,5 92,7 92,5 0,294
Intervalo 61,8-121,7 61,8-113,8 66,6 — 118,7 62,6 —121,7
HCM (g/dL),mediana 31,2 31,5 30,8 30,8 0,281
Intervalo 19,2 -40,9 20,2 - 38,0 19,2 - 39,8 19,2 -40,9
WBC (x10°/L), 11,5 10,9 11,7 1,7 0,181
mediana
Intervalo 2,7-30,0 6,5-21,9 4,5-30,0 2,7-30,0
PLT (x10%L), 410 400 404 419 0,937
mediana
Intervalo 101 — 943 179 - 775 101 - 870 101 - 925
Reticulécitos (%), 9,0 9,15 9,55 9,0 0,489
mediana
Intervalo 0,20 - 32,0 0,20 -21,10 1,50 - 27,90 1,30 — 23,90
LDH (U/L), mediana 758 767 717 723 0,506
Intervalo 192 — 3692 232 — 2854 223 — 3153 223 - 3153
BT (mg/dL), mediana 2,71 2,67 2,52 2,73 0,852
Intervalo 0,25-15,49 0,31-10,14 0,68-8,13 0,25-15,49
Bl (mg/dL), mediana 2,08 2,13 2,04 2,06 0,856
Intervalo 0,13-14,94 0,19-9,60 0,42-7,00 0,13-14,94
Idade, anos, 34 36 33 33 0,352
mediana
Intervalo 18 - 63 18 - 63 18 — 58 18 — 61
Sexo
Feminino 182 (56%) 100 (53%) 64 (60%) 13 (62%) 0,396
Masculino 142 (44%) 89 (47%) 42 (40%) 08 (38%)
STA
Sim 72 (22%) 44 (23%) 23 (22%) 03 (14%) 0,626
Nao 248 (78%) 143 (77%) 81 (78%) 18 (86%)
Dados indisponiveis 3 1 1
Osteonecrose
Sim 83 (26%) 43 (23%) 30 (29%) 06 (29%) 0,513
Nao 237 (74%) 144 (77%) 74 (71%) 15 (71%)
Dados indisponiveis 4 2 1
CVO por ano, no
ultimo ano
<3 148 (46%) 84 (45%) 53 (50%) 08 (38%)
3-5 119 (37%) 71 (38%) 37 (35%) 09 (43%) 0,803
>6 55 (17%) 33 (17%) 15 (15%) 04 (19%)
Dados indisponiveis 5 1 1

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematécrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas,
LDH: Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, STA: Sindrome toracica
aguda, CVO: Crises vaso-oclusivas.*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).

Fonte: A autora (2024).
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Para o polimorfismo rs6131, com relacdo aos dados laboratoriais, foi
observado que para individuos com gendétipo homozigoto GG apresentavam maiores
niveis de LDH (814 U/L, 192 — 3000 U/L), quando comparado aos genotipos GA
(677 U/L, 237 — 3692 U/L) e AA (574 U/L, 293 — 1217 U/L) (P = 0,037) (Tabela 4).

Para o polimorfismo rs6133 ao aplicar o modelo de associagao codominante,
observamos que individuos com gendétipo homozigoto selvagem GG apresentavam
menor frequéncia de sindrome toracica aguda, seguido dos pacientes com gendtipo
variante TT e genotipo heterozigoto GT com maior frequéncia da complicagao (P =
0,025). Com relagdo aos dados laboratoriais foi observado que individuos com
gendtipo homozigoto TT apresentavam maiores niveis de hemoglobina (8,3 g/dL,
5,40 — 11,1 g/dL) quando comparado aos gendtipos GT (7,8 g/dL, 5,1 — 11,6 g/dL), e
GG (7,8 g/dL, 4,2 — 11,5 g/dL) (P = 0,038) (Tabela 5).

Com relacdo a analise alélica, ndo foi observada associagédo dos alelos dos
SNPs rs6131, rs6133 e rs1800805 com a ocorréncia de sindrome toracica aguda,

osteonecrose e numero de crises vaso-oclusivas ao ano (P > 0,05) (Tabela 7).

Tabela 7: Anadlise de associagéo dos alelos dos SNPs rs6131, rs6133 e rs1800805 do gene SELP
com variaveis clinicas de pacientes com AF.

OR (IC

Variaveis clinicas Alelos 95%) P-valor
rs6131
G A
<3 221 (75%) 75 (25%)
CcVO 3-5 183 (77%) 55 (23%) 0,517
>6 88 (80%) 22 (20%)
Sim 104 (72%) 40 (28%) 1 (ref). 0,75
STA Nao 384 (77%) 112 (23%) (0,49 —1,14) 0,221
Sim 130 (78%) 36 (22%) 1 (ref). 1,17
NACF N3o 358 (75%) 116 (25%) (0,76 — 1,79) 0,525
rs6133
G T
<3 180 (61%) 114 (39%) 0,621
cvVo 3-5 151 (63%) 89 (37%)
>6 62 (57%) 46 (43%)
Sim 86 (60%) 58 (40%) 1 (ref). 0,92 0,698
STA Nao 304 (61%) 190 (39%) (0,62 -1,36)
Sim 107 (66%) 55 (34%) 1 (ref). 1,32 0,161
NACF Nao 283 (59%) 193 (41%) (0,91 —1,93)
rs1800805
G A
<3 221 (76%) 69 (24%)

cvo 3-5 179 (77%) 55 (23%) 0,940



40

>6 81(78%) 23 (22%)
Sim 111 (79%) 29 (21%) 1 (ref). 1,20 0,429
STA N&o 367 (76%) 117 (24%) (0,77 — 1,91)
NACE Sim 116 (73%) 42 (24%) 1 (ref). 0,79 0,278
N&o 362 (78%) 104 (22%) (0,52 — 1,21)

CVO: Crises vaso-oclusivas no ultimo ano; STA: Sindrome toracica aguda; NACF: Necrose
asséptica de cabeca de fémur ou osteonecrose; OR: Odds Ratio e IC: Intervalo de
confianca.

Fonte: A autora (2024).

O impacto do polimorfismo rs6133 no modelo sobredominante (heterozigoto,
GT versus homozigoto variante, TT e homozigoto selvagem, GG) foi avaliado com

relagcdo ao tempo de desenvolvimento da STA (Figura 9).

Figura 9: Probabilidade cumulativa para desenvolvimento de STA em pacientes com AF de acordo
com o0s genodtipos para o polimorfismo SELP rs6133.
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Fonte: A autora (2024).

A idade mediana para o desenvolvimento da STA foi de 22 anos (intervalo: 05
a 50 anos). A média de seguimento para desenvolvimento da STA foi de 46 anos
(IC95%: 43 a 48 anos). Os pacientes heterozigotos GT apresentaram um

seguimento meédio de 42 anos (IC95%: 39 a 45) enquanto os homozigotos selvagem
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(GG) e homozigotos variante (TT) apresentaram seguimento médio de 48 anos
(IC95%: 46 a 51). As taxas de desenvolvimento de STA foram de 51% para o
genodtipo GT, e 27% para os gendtipos GG e TT (P = 0,037) (Figura 7). Os
polimorfismos rs6131 e rs1800805 ndo se mostraram associados com a incidéncia

cumulativa de nenhuma das complicagdes clinicas (P > 0,05).

5.4 NiVEIS SERICOS DE SP-SELECTINA DE ACORDO COM AS COMPLICACOES
CLINICAS DA AF E VARIANTES DE SELP

A dosagem da sP-selectina sérica foi realizada em 75 pacientes dos 327
estudados. A mediana total dos niveis de sP-selectina foi de 121,10 ng/mL
(intervalo, 54,13 — 270,95 ng/mL). Destes individuos 17 eram pacientes com AF
durante episédio de CVO, 20 tiveram osteonecrose e 38 eram pacientes controle.
Foi observado que os individuos do grupo CVO possuiam maiores niveis de
sP-selectina (mediana: 155,7 ng/mL, intervalo: 115,9 ng/mL — 271,0 ng/mL), quando
comparado ao grupo controle (mediana: 119,8 ng/mL, intervalo: 54,13 ng/mL — 167,3
ng/mL) (P < 0,0001). Com relagéo a osteonecrose (mediana: 98,09 ng/mL, intervalo:
65,90 ng/mL — 199,1 ng/mL), ndo foi observada diferenga dos niveis de sP-selectina

quando comparado ao grupo controle (Figura 10) (P = 0,159).

Figura 10: Avaliagdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com a ocorréncia de crises
vaso-oclusivas (CVO) e osteonecrose em pacientes com AF. A) Niveis de sP-selectina sérica em
pacientes com AF em crise vaso-oclusiva (CVO) e controles. B) Niveis de sP-selectina sérica em
pacientes com AF de acordo com a ocorréncia de osteonecrose e controles.
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Fonte: A autora (2024).
Ao analisar os niveis de sP-selectina de acordo com gendtipos dos

polimorfismos de SELP no grupo total, ndo foi observada diferenga estatistica para
nenhuma variante. Para o polimorfismo rs6131 a mediana da sP-selectina de acordo
com os gendtipos foi: GG (mediana: 121,2 ng/mL, intervalo: 55,35 ng/mL — 271,0
ng/mL), GA (mediana: 124,1 ng/mL, intervalo: 54,13 ng/mL — 216,8 ng/mL) e AA
(mediana: 143,4 ng/mL, intervalo: 142,2 ng/mL — 144,5 ng/mL) (P = 0,493) (Figura
11A).

Para o polimorfismo rs6133 a mediana da sP-selectina de acordo com os
genotipos foi: GG (mediana: 113,0 ng/mL, intervalo: 55,35 ng/mL — 174,8 ng/mL),
GT (mediana: 116,8 ng/mL, intervalo: 54,13 ng/mL — 212,5 ng/mL) e TT (mediana:
142,2 ng/mL, intervalo: 76,76 ng/mL — 216,8 ng/mL) (P = 0,061) (Figura 11B). Por
fim, para o polimorfismo rs1800805 a mediana da sP-selectina de acordo com os
genotipos foi: GG (mediana: 129,2 ng/mL, intervalo: 60,09 ng/mL — 250,8 ng/mL),
GA (mediana: 116,8 ng/mL, intervalo: 54,13 ng/mL — 212,5 ng/mL) e TT (mediana:
112,1 ng/mL, intervalo: 76,06 ng/mL — 174,5 ng/mL) (P = 0,264) (Figura 11C).

Figura 11: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os polimorfismos rs6131,
rs6133 e rs1800805 do gene SELP. A) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes com AF de acordo
com os trés gendtipos para o polimorfismo rs6131; B) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes com
AF de acordo com os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo rs6133; C) Niveis de sP-selectina

sérica em pacientes com AF de acordo com os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo
rs1800805.
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Fonte: A autora (2024).

Os niveis de sP-selectina também foram avaliados de acordo com os

polimorfismos separando os grupos de cada condigdo estudada. Dessa forma, ao
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analisar os niveis de sP-selectina para cada gendtipo dos polimorfismos SELP em
apenas pacientes do grupo controle (Figura 12), apenas pacientes do grupo CVO
(Figura 13) e apenas pacientes do grupo osteonecrose (Figura 14), nao foi

observada nenhuma diferenga estatistica.

Figura 12: Avaliagdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os polimorfismos rs6131,
rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes controle com AF. A) Niveis de sP-selectina sérica
em pacientes com AF controle de acordo com os trés gendtipos para o polimorfismo rs6131. B) Niveis
de sP-selectina sérica em pacientes com AF controle de acordo com os trés genotipos possiveis para
o polimorfismo rs6133. C) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes controle com AF de acordo com
os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo rs1800805.
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Fonte: A autora (2024).

Figura 13: Avaliacdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os polimorfismos rs6131,
rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes com AF durante episddio de crise vaso-oclusiva
(CVO). A) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes com AF durante episddio de CVO de acordo
com os trés gendtipos para o polimorfismo rs6131. B) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes com
AF durante episédio de CVO de acordo com os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo rs6133.
C) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes durante episddio de CVO com AF de acordo com os
trés gendtipos possiveis para o polimorfismo rs1800805.

5 SELP rs6131 ) SELP rs6133 5 SELP rs1800805
E 300 E 300 E 300

S oo 2 . 2 .
© 4 T . © ’

= % £ — . = & —
® ® o L] b3 L]

3 200 B 200~ 3 200

?I“; e® hd ﬁ. @ L4 ) $ ® L L]
o O L] o ° O o ® ®

3 | tey *y 3 e ° s | °% e

a2 e ° 2 oo acs e

g 100+ g 100+ g 100+

o & @

2] w n

7] 0 wn

] P = 0,885 ® P =0,082 ] P=0,075

‘; 0 I I I % 0 I I I % 0 I I I

GG GA AA GG GT T GG GA AA



44

Fonte: A autora (2024).

Figura 14: Avaliagdo dos niveis de sP-selectina sérica de acordo com os polimorfismos rs6131,
rs6133 e rs1800805 do gene SELP em pacientes com AF e osteonecrose. . A) Niveis de sP-selectina
sérica em pacientes com AF durante episédio de CVO de acordo com os trés gendtipos para o
polimorfismo rs6131. B) Niveis de sP-selectina sérica em pacientes com AF e osteonecrose de
acordo com os trés genétipos possiveis para o polimorfismo rs6133. C) Niveis de sP-selectina sérica
em pacientes e osteonecrose com AF de acordo com os trés gendtipos possiveis para o polimorfismo
rs1800805.
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6 DISCUSSAO

Polimorfismos no gene SELP foram previamente associados com a
ocorréncia de doencas trombdticas, cardiovasculares, ateroscleréticas e
inflamatérias como Iupus e diabetes mellitus (BARBAUX et al.,, 2001;
HERRERA-MAYA et al., 2020; KOU et al., 2017; MA et al., 2020; MORRIS et al.,
2009). Os polimorfismos funcionais SELP -1969G/A (rs1800805), G1057A
Ser290Asn (rs6131) e G1980T Leu599Val (rs6133) foram relacionados com a
ocorréncia de desfechos diversos. Além disso, evidencias apontam relagédo dos
SNPs em SELP com os niveis da sP-selectina (BARBAUX et al, 2001,
HERRERA-MAYA et al., 2020; REINER et al., 2008).

Apesar de extensivamente estudados no contexto de outras doengas, esta
relagdo ainda € pouco explorada na AF. Neste estudo observamos associagao
do polimorfismo SELP rs6133 com a ocorréncia de sindrome toracica aguda em
pacientes com AF atendidos na Fundagcdo HEMOPE.

A P-selectina € uma proteina expressa em plaquetas ativadas e células
endoteliais e promove a adesdo de plaquetas com neutréfilos, por meio da
ligagdo com seu ligante, o PSGL-1, além de contribuir para adesao de hemacias
falcizadas e a agregacéo local de trombos (TVAROSKA et al., 2020). Dessa
forma, a regulagdo da P-selectina esta intimamente relacionada a episédios
trombdticos, coagulacdo sanguinea, vaso-oclusao e fibrindlise, e pode ser um
importante modulador de risco nas complicagdes da AF (LI et al., 2015).

Neste estudo, o polimorfismo missense SELP G1057A Ser290Asn rs6131
ndo se mostrou associado com nenhuma das variaveis clinicas estudadas.
Evidéncias apontam que o SNP rs6131 tem implicagbes funcionais, podendo
afetar a transcricdo do gene SELP e a expressao do nivel de P-selectina, ou
influenciar na ligagdo a ligantes por meio de alteracbes conformacionais,
resultando em uma proteina mais eficiente no recrutamento de leucécitos para o
endotélio (HERRERA-MAYA et al., 2020; TAO et al., 2016; TIMASHEVA et al.,
2015).
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Em um estudo com pacientes sem AF e com AVC isquémico, as
frequéncias alélicas e genotipicas do SELP rs6131 nao foram significativamente
diferentes entre o grupo caso e o grupo controle, bem como entre os subgrupos
do grupo caso (pacientes com AVC de aterosclerético de grandes artérias,
pacientes com cardioembolismo (CE) e pacientes com AVC de oclusdo de
pequenas artérias) e o grupo controle (TAO et al., 2016).

Por outro lado, o SELP rs6131 foi extensamente estudado no contexto de
complicagbes cardiovasculares. No estudo CARDIA (do inglés, The Coronary
Artery Risk Development in Young Adults Study), o rs6131 mostrou-se associado
com a espessura da camada média-intimal da carétida em adultos jovens e
com niveis plasmaticos diminuidos de sP-selectina (REINER et al., 2008). Em
concordancia, em uma populagao mexicana o alelo 290Asn (A), do polimorfismo
rs6131 foi associado a um menor risco de desenvolvimento de sindrome
coronariana aguda, além de ter sido associado com menores niveis de
sP-selectina (HERRERA-MAYA et al., 2020).

Em contraste, em outro estudo, o alelo 290Asn (A), estava associado ao
desenvolvimento de hipertensdo em uma populacédo da Russia) (TIMASHEVA et
al., 2015). No nosso estudo nao foi possivel avaliar a associagdo dos
polimorfismos de SELP com complicagdes cardiacas na AF, visto que as
informagdes nos prontuarios sobre esse desfecho eram escassas e limitadas a
alguns poucos pacientes, uma vez que no HEMOPE, ndo ha rotina para este
acompanhamento.

Para o polimorfismo SELP G1980T Val599Leu (rs6133), observamos que
individuos com gendtipo homozigoto GG apresentavam menor frequéncia de
STA, seguido dos pacientes com gendtipo TT e gendtipo heterozigoto GT com
maior frequéncia da complicagdo. Além disso, pacientes com genotipo GT
apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de STA em menor tempo
quando comparado aos genotipos TT e GG.

A STA é definida como a presenga de um novo infiltrado pulmonar
visualizado no raio-X de torax, associado com dor toracica, hipoxemia,
taquipneia ou febre (KAVANAGH et al., 2022). Além disso, a STA pode surgir em
decorréncia crises vaso-oclusivas agudas (NOVELLI; GLADWIN, 2016). Estudos
mostram que a P-selectina esta relacionada com a inflamagéo induzida pelo

grupo heme livre, favorecendo o dano pulmonar agudo na AF (GHOSH et al.,
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2019). Dados com camundongos Hb SS mostraram que a P-selectina estava
constitutivamente mais expressa nos pulmdes destes quando comparado a
animais sem Hb SS, sugerindo papel desta molécula em complicagdes
pulmonares como a STA (WOOQOD et al., 2004). Além disso, camundongos Hb SS
com delecdo para o gene SELP, mostraram auséncia do mRNA e proteina da
P-selectina em tecidos hematopoiéticos e nado hematopoiéticos, levando a
atenuacao da vaso-oclusao e lesdo no pulmao e no figado (BENNEWITZ et al.,
2020).

Até o momento este € o primeiro trabalho a investigar a associagao de
polimorfismos em SELP com a ocorréncia de STA na AF. Polimorfismos em
SELP foram avaliados em pacientes com cardiopatia congénita, onde o SNP de
regidao promotora SELP -825T/C esteve associado com a ocorréncia de
hipertensdo pulmonar nesses pacientes (LI et al., 2015). Além disso, o alelo
599Leu (T) do SELP rs6133 mostrou-se associado com o risco de AVC em uma
populagcao sem AF (ZEE et al., 2004).

O SELP rs6133 € um polimorfismo ndo sinbnimo que leva a substituicao
de uma valina por leucina no aminoacido 599 e localiza-se na oitava repeticao
consenso da P-selectina. Dada a sua localizagdo proximo ao dominio
transmembranar é provavel que este SNP possa influenciar ligacao da
P-selectina ao seu ligante nos leucdcitos através da modificagdo conformacional
(MARTEAU et al., 2008). Niveis diminuidos de sP-selectina foram relacionados
com o alelo 599Leu (T) do rs6133 (MARTEAU et al., 2008; REINER et al., 2008).
Considerando o papel relevante do P-selectina no dano pulmonar na AF, é
provavel que o polimorfismo rs6133 possa contribuir para os eventos vaso-
oclusivos e a STA.

Por fim, para o polimorfismo SELP -1969 G/A rs1800805 nao foi
observada diferenca estatistica entre os alelos e gendétipos e a ocorréncia das
complicagdes clinicas da doenga. O polimorfismo rs1800805 localiza-se na
regidao promotora do gene SELP e parece ser funcional por meio da
alteragao na expressao génica. O gendtipo AA deste polimorfismo mostrou-se
associado com maiores niveis sericos de sP- selectina em pacientes com
doenga coronariana (BARBAUX et al., 2001). Ao ser associado em hapl6tipo
com outros SNPs de SELP (rs1800805/rs1800807/ rs6127), foi observada

associagao com o risco de aborto espontaneo (DENDANA et al., 2012).
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Alguns estudos avaliando a associagdo de polimorfismos em SELP,
mostraram que a andlise de haplétipos pode fornecer informagdes mais
completas nas anadlises de associagado. Quando analisados individualmente, os
SNPs do gene SELP rs6131, rs6127, rs6136 e rs1800807 nd&o mostraram
associagdo com o risco de tromboembolismo venoso. Entretanto, quando
avaliadas as combinacdes haplotipicas, foi observada associacdo com o
desfecho clinico e com os niveis de sP-selectina (AY et al., 2008). Assim, a
analise de haplotipos € capaz de identificar efeitos genéticos potencialmente
relevantes, que nao sao detectados por uma analise baseada em um unico
polimorfismo.

De forma similar, em outro estudo, os gendtipos do SNP rs6131
analisados individualmente nao foram associados com o risco de hipertensao,
contudo, quando combinado em haplotipos com SNPs nos genes SELE, VEGFA,
IL1B e IL12B, o alelo 290Asn (A), esteve associado com o risco aumentado de
hipertensao (TIMASHEVA et al., 2015).

Outros estudos também mostraram associacdo de haplétipos de
polimorfismos em SELP com outros desfechos clinicos como infarto do miocardio,
lUpus eritematoso sistémico e risco aterosclerético (HERRMANN et al., 1998;
MORRIS et al., 2009; REINER et al., 2008; TREGOUET et al, 2002). Esses
achados ilustram que existe uma complexidade na relagdo entre a variabilidade
genética e os desfechos clinicos, além de destacar a necessidade de explorar de
forma mais ampla os polimorfismos de genes candidatos (TREGOUET et al., 2002).

Levando em consideragdao a importancia da P-selectina na fisiopatologia da
AF e as associagbes previas dos polimorfismos de SELP com os niveis dessa
molécula, nds avaliamos o0s niveis seéricos sP-selectina em uma parcela dos
pacientes da nossa populagdo. Foi observado que pacientes com AF durante
episddios de crise vaso-oclusiva possuem maiores niveis de sP-selectina quando
comparado a individuos com AF controle em estado basal. Similar aos nossos
resultados, maiores niveis séricos de sP-selectina foram observados em pacientes
com AF durante CVO, quando comparado a controles HbSS e doadores saudaveis
(Hb AA), em populagbes da Nigéria e Arabia Saudita (AL NAJJAR et al., 2017;
AWWALU et al., 2020).

A crise vaso-oclusiva € um evento complexo que envolve a interagado de

diversos componentes celulares e moléculas. A interagdo dos eritrocitos falcizados
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com o endotélio induz a ativagdo da expressao de varios genes de moléculas de
adesdao como a molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1), molécula de
adesao intercelular 1 (ICAM-1), a E-selectina e a P-selectina na superficie endotelial
(CONRAN; EMBURY, 2021). A P-selectina é uma importante molécula para
desencadeamento da vaso-oclusdo, pois medeia o rolamento e adesdo dos
leucdcitos e hemacias falcizadas a superficie do vaso, além de favorecer a formagao
de agregados entre as plaquetas e os neutrdéfilos (KUTLAR; EMBURY, 2014; ZHANG
et al., 2016). A importéncia da P-selectina para o processo vaso-oclusivo foi também
demostrada pela eficacia do crizanlizumabe, um anticorpo monoclonal
anti-P-selectina, na reducdo das taxas de crise vaso-oclusiva em pacientes com
AF(KUTLAR et al., 2019).

Modificagdes nos niveis de sP-selectina tem sido amplamente associadas
com a influéncia de variantes genéticas no gene SELP (BARBAUX et al., 2001;
HERRERA-MAYA et al., 2020; REINER et al., 2008). Apesar disso, no nosso estudo,
os polimorfismos G1057A Ser290Asn (rs6131), G1980T Val599Leu (rs6133) e
-1969 G/A (rs1800805) do gene SELP nao se mostraram associados com 0s niveis
de sP-selectina na populacdo estudada. No entanto, ressaltamos que esta
conclusao foi baseada em um pequeno tamanho amostral, em que alguns genétipos
das variantes, especialmente o rs6131 e rs1800805, nao foram significativamente
prevalentes entre os pacientes, dificultando as analises de associagao. Além disso
nao foi possivel avaliar aqui, os niveis de P-selectina em pacientes com STA. Assim,
novos estudos avaliando os niveis de sP-selectina na AF, podem auxiliar na
compreensao do papel do SELP rs6133 na ocorréncia de STA em pacientes com AF.

Por fim, considerando o papel relevante da P-selectina na fisiopatologia da
AF, o gene SELP figura como um importante marcador molecular dos desfechos
clinicos da doencga. Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez a associacao
do SNP de SELP rs6133 com a ocorréncia de STA em pacientes com AF. Essa
associacao ilustra a necessidade de investigacbes futuras avaliando a associacao
dos polimorfismos de SELP em hapldtipos e a relacdo do rs6133 com os niveis de

sP- selectina, a fim de melhor compreender seu papel na fisiopatologia da STA.
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7 CONCLUSOES

1

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos G71057A Ser290Asn
(rs6131) e —-1969 G/A (rs1800805) do gene SELP nao se mostraram
associadas com o numero de CVOs ao ano, a ocorréncia de STA e
osteonecrose em pacientes com AF atendidos no HEMOPE;

O polimorfismo G7980T Val599Leu (rs6133) do gene SELP mostrou-se
associado com desenvolvimento de STA e tempo para desenvolvimento da
complicacdo em individuos com AF;

Individuos com AF em episédio de crise vaso-oclusiva possuem maiores
niveis de sP-selectina quando comparado a individuos com AF controle em
estado basal.

Os gendtipos dos polimorfismos G7057A Ser290Asn (rs6131), G1980T
Val599Leu (rs6133) e -1969 G/A (rs1800805) do gene SELP nao se

mostraram associados com os niveis de sP-selectina na populacdo estudada.
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prognostioss, além de formecer novos dados sobre a patog&nese da dosnga.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RECIFE, 15 de Julho de 2021
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ANEXO Il - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

444

3

s

UniveRsiDaDe UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador Responsavel: Raissa Nogueira
Bernardo E-mail: raissa_nogueira_@hotmail.com
Telefone: (81) 9.9649-2903

Orientador: Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti

Bezerra E-mail: macbezerraufpe@gmail.com

Co-orientadores: Dr. Aderson da Silva Araujo

E-mail: aderson.araujo@gmail.com

Prof. Dr. Antonio Roberto Lucena de Araujo

E-mail: araujoarl@gmail.com

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “INVESTIGAGAO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE
SELP E DOS NIVEIS PLASMATICOS DA SP-SELECTINA COM A
MODULAGAO DO QUADRO CLINICO DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME”. O objetivo desta pesquisa € investigar a associacdo de
polimorfismos no gene SELP e dos niveis plasmaticos da sP-selectina e

correlacionar esses achados com a modulagdo do quadro clinico de pacientes


mailto:raissa_nogueira_@hotmail.com
mailto:macbezerraufpe@gmail.com
mailto:aderson.araujo@gmail.com

com anemia falciforme.

A participagdo do(a) Sr.(a) neste estudo se dara por autorizar o uso das
amostras para analise em laboratério da UFPE e usar os dados do prontuario para
correlacionar as amostras com o quadro clinico. Este instrumento € composto por
duas etapas, a primeira etapa é coleta das amostras de pacientes dentro dos
critérios de inclusdo; ja a segunda etapa consiste na coleta dos dados referentes
aos participantes. Caso aceite participar desta pesquisa, o(a) Sr.(a) ira coletar as
amostras por acesso periférico no laboratorio da UFPE, onde serdo analisadas.

O(a) senhor(a) sera esclarecido(a) sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera desistir
ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participagdo neste
estudo ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. A
sua identidade néo sera revelada em nenhum momento do estudo e os resultados
da pesquisa estardo a sua disposi¢do. O(a) Sr.(a) ndo sera identificado em
nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Caso o(a) Sr.(a) concorde
com a realizacdo do estudo, solicitamos que rubrique as folhas e assine o final
deste documento, que esta em duas vias.

Um possivel risco relacionado ao estudo, mesmo que minimo, é de
hematoma ou flebite devido a puncgao para coleta. Ja como beneficios do estudo a
importancia de identificar possiveis marcadores prognésticos, além de fornecer
novos dados sobre a patogénese da AF e assim colaborar para novos tratamentos
para a doenga.

Este termo de consentimento sera disponibilizado em duas vias, sendo que
uma via sera arquivada pelo pesquisador responsavel, nos arquivos e
computadores da UFPE e a outra sera fornecida ao(a) Sr.(a). Caso haja danos
decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a responsabilidade

pelos mesmos.

(Assinatura do pesquisador)



Eu, , portador do

documento de ldentidade fui informado (a) dos objetivos do
estudo “INVESTIGAGAO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE
SELP E DOS NIVEIS PLASMATICOS DA SP-SELECTINA COM A MODULAGAO
DO QUADRO CLINICO DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME”, de

maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento

poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se
assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de

ler e esclarecer as minhas duvidas.

Recife, de de

Nome (Assinatura do participante)

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o CEP / UFPE- Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no endereco abaixo. (Avenida da Engenharia s/n-1° Andar,
sala 4- Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,Tel.: (81) 2126-8588

— e-mail: cepccs@ufpe.br).
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