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RESUMO

Individuos com anemia falciforme (AF) apresentam significativa heterogeneidade
clinica atribuida a diversos fatores, especialmente os niveis de hemoglobina fetal (Hb
F). Niveis elevados de Hb F tém sido associados a um curso clinico mais brando na
AF. Dada a importancia da Hb F na fisiopatologia da doenga, numerosos estudos tém
se concentrado em descrever como a Hb F melhora o fendétipo clinico e em identificar
moduladores genéticos que influenciam a Hb F ainda ndo caracterizados. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo de polimorfismos genéticos
com os niveis de Hb F e com o fendtipo clinico da AF, além de investigar o perfil
transcriptomico de reticulécitos de individuos com AF apresentando niveis basais de
Hb F altos e baixos. Para isso, foi realizada a genotipagem de variantes nos genes
BCL11A (rs4671393, rs1427407, rs11886868) e HBS1L-MYB (rs9399137) em 409
pacientes adultos com AF. Adicionalmente, foi conduzido o sequenciamento de RNA
(RNA-seq) de reticuldcitos de oito pacientes com AF — quatro com Hb F basal alta
(mediana: 20,5%) e quatro com Hb F basal baixa (mediana: 4,1%). Os resultados
mostraram que os alelos variantes dos polimorfismos em BCL11A e HBS1L-MYB
estdo significativamente associados a niveis elevados de Hb F, sendo a variante
HBS1L-MYB rs9399137 a que demonstrou o efeito mais expressivo, explicando 14,9%
da variancia nos niveis de Hb F (p < 0,001). Analises de regressao indicaram que os
genotipos ancestrais dessas variantes estavam associados a maior risco e maior
incidéncia cumulativa de complicagdes da AF, incluindo acidente vascular cerebral,
osteonecrose, ulceras de perna, priapismo e sindrome toracica aguda. Um escore de
risco genético, refletindo o efeito combinado dos alelos ancestrais, mostrou
associagao significativa com niveis mais baixos de Hb F (p < 0,001) e maior risco de
complicagdes clinicas (p < 0,001), indicando que cada alelo de risco adicional contribui
para o agravamento do quadro clinico. Nas analises de RNA-seq, foram identificados
89 genes e 168 transcritos diferencialmente expressos entre os grupos. A anotagao
funcional revelou que niveis elevados de Hb F estao associados a expressao de genes
e transcritos envolvidos em diversos processos biolégicos, como organizagdo do
citoesqueleto, equilibrio redox, apoptose, transducdo de sinais intracelulares e
expressdo de RNA. O perfil de expressao dos pacientes com Hb F elevada sugere
melhora na reologia celular, estabilizacdo do citoesqueleto e redugao da geracéo de
espécies reativas de oxigénio. Além disso, a via de sinalizagdo Wnt/3-catenina pode
estar ativada nesses pacientes, contribuindo para parametros celulares mais
favoraveis. Por fim, observou-se a expressédo reduzida do transcrito do gene KDM1A,
um regulador epigenético previamente implicado na hematopoiese, o que reforga seu
papel na repressdo da gama-globina. Assim, a identificagdo de variantes genéticas
associadas a expressdo de Hb F e ao risco de complicagdes contribui para o
entendimento da heterogeneidade fenotipica da doenga e pode orientar estratégias
de estratificagcdo de risco e intervencdes personalizadas. Além disso, a analise
transcriptomica destaca vias moleculares potencialmente envolvidas nos efeitos
protetores da Hb F elevada, abrindo novas perspectivas para alvos terapéuticos.

Palavras-chave: BCL11A; Doenca falciforme; Gama globina; HBS1L-MYB; RNA-seq



ABSTRACT

Individuals with sickle cell anemia (SCA) exhibit significant clinical heterogeneity
attributed to various factors, especially the levels of fetal hemoglobin (Hb F). Elevated
levels of Hb F have been associated with a milder clinical course in SCA. Given the
importance of Hb F in the disease's pathophysiology, numerous studies have focused
on describing how Hb F ameliorates the clinical phenotype and identifying
uncharacterized genetic modulators that influence Hb F levels. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the association between genetic polymorphisms and both
Hb F levels and the clinical phenotype of SCA, as well as to investigate the
transcriptomic profile of reticulocytes from individuals with SCA presenting high and
low basal Hb F levels. Genotyping was performed for variants in the BCL11A
(rs4671393, rs1427407, rs11886868) and HBS1L-MYB (rs9399137) genes in 409
adult patients with SCA. In addition, RNA sequencing (RNA-seq) of reticulocytes was
conducted in eight patients — four with high basal Hb F levels (median: 20.5%) and
four with low basal Hb F levels (median: 4.1%). The results showed that the variant
alleles of the polymorphisms in BCL11A and HBS1L-MYB were significantly
associated with elevated Hb F levels, with HBS1L-MYB rs9399137 showing the most
pronounced effect, explaining 14.9% of the variance in Hb F levels (p < 0.001).
Regression analyses indicated that the ancestral genotypes of these variants were
associated with an increased risk and cumulative incidence of SCA-related
complications, including stroke, osteonecrosis, leg ulcers, priapism, and acute chest
syndrome. A genetic risk score, reflecting the combined effect of ancestral alleles, was
significantly associated with lower Hb F levels (p < 0.001) and a higher risk of clinical
complications (p < 0.001), indicating that each additional risk allele contributes to
increased disease severity. RNA-seq analyses identified 89 differentially expressed
genes and 168 transcripts between the groups. Functional annotation revealed that
elevated Hb F levels were associated with the expression of genes and transcripts
involved in various biological processes, such as cytoskeleton organization, redox
balance, apoptosis, intracellular signal transduction, and RNA expression. The
expression profile of patients with high Hb F levels suggests improved cell rheology,
cytoskeleton stabilization, and reduced generation of reactive oxygen species.
Furthermore, the Wnt/B-catenin signaling pathway may be activated in these patients,
contributing to more favorable cellular parameters. Finally, reduced expression of the
KDM1A transcript, an epigenetic regulator previously implicated in hematopoiesis, was
observed in patients with elevated Hb F, supporting its role in gamma-globin
repression. Thus, the identification of genetic variants associated with Hb F expression
and clinical complications enhances the understanding of the phenotypic heterogeneity
of the disease and may guide risk stratification strategies and personalized
interventions. Additionally, the transcriptomic analysis highlights molecular pathways
potentially involved in the protective effects of elevated Hb F, opening new avenues
for therapeutic targets.

Keywords: BCL11A; Sickle cell anemia; Gamma-globin; HBS1L-MYB; RNA-seq
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1 INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF), doenga monogénica mais comum no mundo, é causada
pela homozigose de uma mutagdo pontual no gene que codifica a cadeia globinica 3
(HBB), a qual leva a substituicdo do acido glutamico por valina no 6° cédon da cadeia
B globinica (HBB; p6 GAG—GTG; glu6—val6), resultando na formacdo de uma
hemoglobina anormal, a hemoglobina S (Hb S). Sob baixas concentragbes de
oxigénio, a Hb S polimeriza, levando a danos estruturais nos eritrocitos, o que

desencadeia diversas implicagdes fisiopatologicas.

Embora seja uma doenga monogénica, a AF tem curso clinico heterogéneo
variando de quadros com poucas internagcdes e complicacdes clinicas até quadros
clinicamente graves. Um dos moduladores clinicos da AF mais bem estabelecidos na
literatura sdo os niveis de hemoglobina fetal (Hb F). A Hb F é sintetizada no periodo
fetal de desenvolvimento e apds o nascimento sua sintese é gradativamente reduzida,
até os 24 meses de vida. Em adultos sem hemoglobinopatias, a Hb F representa
menos de 1% das hemoglobinas totais, com porcentagem média de 0,4%. Individuos
com AF e percentuais mais elevados de Hb F apresentam uma clinica mais branda,
devido a diminuicdo da taxa de polimerizacdao da Hb S e, consequentemente, da

falcizagao.

Diversos estudos tém demonstrado associacdo entre variantes em genes
relacionados com a produgéao e regulacdo da expressao da Hb F, como o BCL11A e
HBSL1-MYB, e niveis elevados de Hb F em hemoglobinopatias. Polimorfismos nesses
genes estdo associados com niveis variados de Hb F na vida adulta, caracterizando
uma persisténcia de Hb F nesses individuos. Apesar das associacdes encontradas,
grande parte da variacédo nos niveis de Hb F ainda permanece pouco esclarecida.
Atualmente, o principal farmaco utilizado no tratamento da AF é a hidroxiuréia (HU),
droga quimioterapica que tem a capacidade de elevar os niveis de Hb F, melhorando
a qualidade de vida dos individuos. Mesmo apresentando diversos beneficios, alguns
pacientes ndo respondem ao tratamento e, muitas vezes, as reagdes adversas se

sobrepdem as melhorias e o tratamento é abandonado.

Considerando a importancia da Hb F na fisiopatologia da AF, as incertezas que

cercam sua sintese e a escassez de farmacos disponiveis para o tratamento da
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doenga, a realizagcdo de pesquisas com o objetivo de elucidar os mecanismos
envolvidos na modulag&o dos niveis de Hb F na vida adulta é de suma importancia,
dada sua relevancia potencial para o tratamento da doencga. Neste contexto, estudos
prévios ja buscaram compreender esses mecanismos por meio de varias abordagens,
incluindo a investigagdo de genes associados com os altos niveis de Hb F em
individuos com persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal (PHHF), a analise dos
genes diferencialmente expressos (DEGs) em reticulocitos de individuos com AF
antes e apds o tratamento com HU, e a investigagdo de DEGs em individuos com
talassemia beta que apresentavam niveis distintos de Hb F. Reticulécitos, sao
precursores eritroides que circulam no sangue periférico, e ainda expressam diversos
genes, incluindo aqueles associados a regulacédo e sintese da hemoglobina. A
metodologia de sequenciamento total do transcriptoma (RNA-seq) é uma abordagem
que permite uma avaliagdo abrangente do perfil transcricional celular, identificando
genes diferencialmente expressos e transcritos alternativos de um mesmo gene que

possam estar relacionados a desfechos especificos.

Com base nisso, nossa hipotese € que reticuldcitos de individuos com AF
apresentem perfis transcricionais distintos de acordo com os niveis de Hb F, revelando
mecanismos moleculares envolvidos na regulagao da expressao de Hb F. Além disso,
€ provavel que polimorfismos nos genes BCL11A e HBS1L-MYB contribuam para
niveis elevados de Hb F na AF e atuem como importantes preditores de risco para
complicacdes clinicas da doenca. Nesse contexto, o Capitulo 1 desta tese explora a
analise de associagao de polimorfismos nesses genes com os niveis de Hb F e com
as complicagdes clinicas da AF, enquanto o Capitulo 2 apresenta a analise do

transcriptoma de reticuldcitos de individuos com AF e niveis distintos de Hb F.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos envolvidos na regulagao dos niveis de hemoglobina
fetal (Hb F) e na modulagao clinica da anemia falciforme (AF), por meio da analise da
associagao de polimorfismos nos genes BCL11A e HBS1L-MYB e do perfil
transcriptémico de reticulécitos de individuos com AF, com niveis de Hb F basal alta

e baixa.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a associagdo dos polimorfismos nos genes BCL11A e HBS1L-MYB
(rs4671393, rs1427407, rs11886868, rs9399137) com os niveis de Hb F.

2. Investigar a associacado dos polimorfismos de BCL11A e HBS1L-MYB com o

risco e a incidéncia cumulativa de complicacdes clinicas da AF;

3. ldentificar os genes e transcritos diferencialmente expressos em reticulocitos
de pacientes com AF com altos e baixos niveis basais de Hb F, por meio da

metodologia de sequenciamento do transcriptoma de reticulécitos;

4. Realizar analise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente
expressos para determinar os principais processos bioldgicos e vias de
sinalizagao associados a regulagdo da Hb F, a fim compreender o impacto da
Hb F no perfil transcricional de reticulécitos e descrever possiveis mecanismos

relacionados com a sintese da gama globina.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A MOLECULA DE HEMOGLOBINA
2.1.1 Estrutura, funcao e contexto génico

A hemoglobina (Hb) é a proteina intraeritrocitaria mais abundante, cuja principal
fungdo é a ligagdo cooperativa ao oxigénio (O2) e seu transporte dos pulmdes para os
tecidos (SCHECHTER, 2008). Funcionalmente, o equilibrio molecular da ligagéo e
liberagdo do O2 pela Hb permeia dois estados: o tenso (T) onde a Hb exibe baixa
afinidade pelo O2 (desoxi-Hb) e o estado relaxado (R) onde ha alta afinidade da Hb
pelo O2 (oxi-Hb) (AHMED et al., 2020; LUKIN et al., 2003; PERUTZ, 1976).

Em vertebrados, a Hb € um heterotetramero com peso molecular aproximado
de 64.500 Kilodaltons (KDa), composto por duas subunidades polipeptidicas, ou
globinas, relacionadas a subfamilia da globina alfa (o) (globina o-like) e duas
subunidades polipeptidicas, relacionadas a subfamilia da globina beta () (globina B-
like) (FORGET; HARDISON, 2009). Cada subunidade contém um grupo prostético
heme com um atomo de Ferro, o qual estabelece a ligacdo ao Oz, fazendo com que
cada molécula de Hb possa ligar-se a quatro moléculas de O2 (MAIRBAURL; WEBER,
2012) (Figura 1A).

As cadeias globinicas do tipo a e 3 contém 141 e 146 residuos de aminoacidos,
respectivamente, codificados por genes com uma estrutura geral de 3 éxons e 2
introns, ou sequéncias intervenientes (IVSs), cada. Nos genes relacionados a o
globina, as IVSs interrompem a sequéncia génica entre os cdédons 30 e 31 e entre os
cédons 104 e 105; enquanto nos genes da B globina, as IVSs interrompem a
sequéncia entre os cdédons 31 e 32 e entre os codons 99 e 100 (COLLINS;
WEISSMAN, 1984; FORGET; HARDISON, 2009) (Figura 1B).

As cadeias globinicas a sado codificadas por um agrupamento ou cluster de
genes localizados préximo ao telémero do brago curto do cromossomo 16 (16p13.3,
cluster a-like), enquanto as cadeias do tipo B sdo codificadas por genes no brago curto
do cromossomo 11 (11p15.4, cluster B-like). Os genes de ambos os clusters sao
paralogos, ou seja, sdao genes homologos gerados por duplicagdo genética
(HARDISON, 2012).
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Figura 1 - Estrutura molecular e génica da molécula de hemoglobina (Hb). A) Estrutura quaternaria da
Hb, com duas cadeias alfa (o) like e duas cadeias beta (B) like, e um grupo heme ligado a cada uma
das globinas. B) Estrutura dos genes o e B-like mostrando distribuicdo dos éxons e introns.
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com

Quatro dos sete genes a-like e cinco dos seis genes da globina 3 sdo traduzidos
em globinas que compdem proteinas funcionais (HUISMAN, 1993). Os 4 genes
adicionais, chamados pseudogenes, foram possivelmente gerados por duplicagao
génica e apesar de possuirem estrutura e homologia similares aos genes das
globinas, sofreram mutacbes que os tornam incapazes de codificar uma cadeia
globinica funcional (FORGET; HARDISON, 2009).

A estrutura 5’—3’ do cluster a-like inclui o gene da globina embrionaria zeta ({)
(HBZ), um pseudogene da globina ¢ (HBZP), dois pseudogenes da a-globina, HBAP2
e HBAP1, dois genes da a-globina, a2 e a1 (HBA2 e HBA1), e o0 gene da globina teta
(0) de fungédo desconhecida (HBQ1) (Figura 2). O gene da a-globina existe em duas
cdpias idénticas que originam um mesmo produto proteico, sendo que a globina a2 é
expressa 2 a 3 vezes mais quando comparada com a a1, tanto no nivel transcricional
quanto no nivel translacional (PATRINOS; ANTONARAKIS, 2010; VOON; VADOLAS,
2008).

O cluster de genes da B-globina consiste no gene da globina embrionaria
épsilon (g) (HBE), dois genes da globina fetal gama (y), ®y (HBG2) e Ay (HBG1), um
pseudogene da globina 3 (HBBP), um gene da globina delta (8) (HBD) e um gene da
B globina (HBB) (FONTANA et al., 2023; PATRINOS; ANTONARAKIS, 2010) (Figura
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2). Os genes y codificam duas cadeias globinicas funcionalmente idénticas que
diferem ligeiramente em estrutura, onde o aminoacido 136 da cadeia globinica pode
ser alanina (%) ou glicina (®y) (PATRINOS; ANTONARAKIS, 2010).

Figura 2 - Visdo geral da estrutura dos clusters da alfa e beta globina humana. (A) Representagéo
esquematica dos clusters da a e B-globina localizados nos cromossomos 16 e 11, respectivamente. Os
genes da globina do tipo a. (HBZ, HBA2, HBA1 e HBQ1) e do tipo B (HBE, HBG2, HBG1, HBD e HBB)
sdo representados por retangulos coloridos na orientagdo 5’—3’. Os pseudogenes dos cluster o (HBZP,
HBAP2 e HBAP1) e B (HBBP) sao representados por retdngulos em cinza. Os locais de
hipersensibilidade a DNase | (HS), componentes das regides controladoras de locus génico (LCR), sdo
representados em preto. MCS: sequéncias conservadas multi espécies.
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com

A organizagao estrutural 5’—3’ dos genes em ambos os clusters esta na ordem
de sua expressao ontogenética durante o desenvolvimento. O controle da expresséo
coordenada desses genes, depende da regulagdo por promotores proximais e
enhancers ou acentuadores distais dos clusters (PHILIPSEN; HARDISON, 2018). A
regiao controladora de /locus génico (LCR, do inglés Locus control region), localizada
na extremidade 5’ de cada cluster, € um elemento cis-regulatério essencial para o alto
nivel de transcricdo controlada dos genes nos respectivos tecidos (PATRINOS;
ANTONARAKIS, 2010; WILBER et al., 2011).

O LCR do cluster beta (B-LCR) localiza-se aproximadamente 20 kb a montante
do gene HBE, e consiste em cinco locais de abertura da cromatina, identificados como
locais de hipersensibilidade a DNase-l (HS 1-5). Cada HS possui uma sequéncia

central, com aproximadamente 250 nucleotideos formada por diversos motivos de
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ligacao para fatores de transcricdo (STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005). Os HS, estao
localizados em regides desprovidas de nucleossomos e sdo mais acessiveis do que
outras regides da cromatina para interagées com fatores de transcricao e sequéncias
genéticas distais. Outro HS descrito, € 0 3' HS1, que esta posicionado 3’ em relagéo

ao gene HBB (BANK, 2006).

Os elementos reguladores do locus da alfa globina incluem uma série de sitios
HS conservados (HS-48, HS-46, HS-40, HS-33 e HS-10) que ficam entre 10 e 50 kb
a montante do inicio do gene HBZ. Atualmente conhecidos por sequéncias
conservadas multiespécies (MCS, do inglés Multispecies conserved sequences),
esses elementos promovem a ligagao a fatores de transcrigdo especificos eritroides e
o alto nivel de expressao do gene da a-globina, principalmente mediado pelo MCS-
R2 (HS-40) (MARTYN et al., 2017; VOON; VADOLAS, 2008).

2.1.2 Ontogenia das hemoglobinas humanas

A expressao especifica dos genes nos clusters globinicos permite a formacgéao
de diferentes isoformas de hemoglobina devido as diferencas nas necessidades de
O2 nos varios estagios de desenvolvimento humano (ADEKILE, 2021). As
hemoglobinas de embrides e fetos humanos apresentam adaptag¢des especificas para
a transferéncia de O2 materno-fetal incluindo maior afinidade e maior capacidade de
transporte de O2no sangue comparado a um individuo pos nascimento (MAIRBAURL;
WEBER, 2012). Na maioria dos mamiferos, ocorrem duas trocas ou switchs de sintese
de cadeias globinicas. Primeiro, das hemoglobinas embrionarias para a hemoglobina
fetal e depois da hemoglobina fetal para a formagdo das hemoglobinas do adulto
(STAMATOYANNOPOULOS et al., 2009).

Na fase inicial do primeiro trimestre da gravidez, as cadeias das globinas
embrionarias { e ¢, a globina y do cluster beta e a globina o sdo expressas nas células
eritroides derivadas do saco vitelino primitivo. Em humanos, essas cadeias formam

tetrdmeros de hemoglobinas embrionarias conhecidas por Gower | ({2 €2), Gower Il (o2
€2), e Portland (C2y2), que desaparecem depois de 8 a 10 semanas de vida embrionaria

(SCHECHTER, 2008). A primeira mudanga de hemoglobinas & caracterizada pela

troca do sitio de eritropoiese do saco vitelinico para o figado fetal e pelo declinio da
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expressado das cadeias { e € e aumento da expressdo da y globina que forma a
hemoglobina fetal (Hb F, a2 v2) (Figura 3) (PATRINOS; ANTONARAKIS, 2010;
VENKATESAN et al., 2021).

Figura 3 - Representacao da expressao controlada durante as fases de desenvolvimento, dos diferentes
tipos de hemoglobinas humanas. A parte superior da figura ilustra como as diferentes cadeias
globinicas expressas se combinam para formar os diferentes tetr@meros das hemoglobinas. A parte
inferior ilustra os periodos de desenvolvimento humano e a expresséo das cadeias globinicas de acordo
com cada periodo. As cadeias do tipo alfa (o) possuem expressao elevada e constante durante toda
vida. No periodo embrionario as cadeias zeta (£) e épsilon (g) possuem expresséo acentuada, decaindo
no periodo fetal, onde ha alta expressao da globina y. Apés o nascimento a expresséo de cadeias y
decai, dando espago para a expressao das globinas do adulto: cadeias beta () e delta (3).
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com

A expressao de Hb F predomina nos ultimos dois trimestres de gestagao, até
que algumas semanas antes do nascimento ocorre um decréscimo gradual na
expressdo da y globina e aumento da B globina. Ao nascimento, a repressao da

expressao da y globina é efetivamente alcangada, marcando a mudancga da Hb F para
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a expressao das Hbs do adulto na medula éssea, as quais sao completamente
prevalentes ao fim de 1 ou 2 anos de vida (Figura 3) (SCHECHTER, 2008;
STAMATOYANNOPOULQOS et al., 2009).

As hemoglobinas definitivas do adulto sdo a Hb A (a2 B2) e a Hb A2 (a2 82). Nos
eritrocitos de individuos sem hemoglobinopatias, a hemoglobina A corresponde a
maior quantidade das moléculas de hemoglobina (~97%), enquanto a hemoglobina A2
(2%-3%) e a hemoglobina F (<1%) correspondem a fragdes menores (PAIKARI,
SHEEHAN, 2018).

2.1.3 Controle molecular do switch da hemoglobina fetal para adulto

A expressao dos genes das globinas humanas é controlada por uma rede
complexa de diversas sequéncias e elementos de agao cis e trans. Sumariamente, a
regulagcédo da expresséao € alcangada em trés niveis: Pela regulacao distal através dos
LCR dos loci da a e B-globina que se ligam aos promotores e permitem a expressao
especifica a depender do estagio de desenvolvimento, pela regulagdo proximal
através de fatores de transcricdo que se ligam aos LCR e a regido promotora dos
genes das globinas e permitem sua expressao e, por ultimo, por modificagdes
epigenéticas associadas a atividades de remodelagdo da cromatina (BANK, 2006;
FONTANA et al., 2023).

Regido controladora de locus génico (LCR)

O LCR é um elemento de acao cis de longa distancia, necessario para a
expressao de alta eficiéncia dos genes das cadeias globinicas. O mecanismo pelo
qual o LCR interage com os genes da globina ainda ndo é completamente esclarecido,
entretanto quatro modelos para explicar essa interacdo foram propostos: o modelo de
looping, o modelo de ligagdo, o modelo de tracking e 0 modelo de tracking facilitado
(HARJU et al., 2002; STAMATOYANNOPOULOS, 2005).

Atualmente, o modelo de looping € o que melhor descreve esse mecanismo.
Neste modelo, as regides HS do 8 LCR se dobram formando um holocomplexo, onde
os elementos centrais do HS constituem um sitio ativo de ligagdo a fatores de

transcrigdo e a regiao flanqueadora dos elementos centrais estabilizam a conformagéao
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do holocomplexo. Esta estrutura faz um “loop” fisico permitindo a ligagdo do LCR com
os elementos proximais do gene alvo, e a associagao de fatores de transcri¢cao ligados
ao LCR com outros coativadores e o aparelho transcricional basal, ativando por fim a
expressao do gene globinico especifico (Figura 4) (HARJU et al., 2002; LIANG et al.,
2008).

Figura 4 - Modelo simplificado do controle da transcrigao dos genes no /ocus da 3-globina nos estagios
de desenvolvimento fetal e adulto. A interagdo em looping da regido controladora de locus génico (LCR)
e de fatores de transcricdo especificos, permite a expressdo seletiva e sequencial das cadeias
globinicas. No periodo fetal o LCR estabelece interagdes com o promotor dos genes da gama globina
favorecendo sua expressdo. No periodo adulto, a interacdo do LCR como promotor da beta globina
promove a “troca” do perfil das hemoglobinas, com expressao acentuada de Hb A.
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com

Por meio da interagao de longo alcance, o LCR leva a expressao significativa
de um gene do cluster beta por vez. O silenciamento dos genes y durante o
desenvolvimento € um evento complexo, no qual o LCR atua por meio de dois
mecanismos, a competi¢cdo génica e o silenciamento autbnomo de genes. (MAHAJAN
et al., 2007; STAMATOYANNOPOULOQOS et al., 2009). Na competicdo génica, os
promotores dos genes das globinas competem pela interacdo com o LCR durante os
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estagios de desenvolvimento. A expressao preferencial é favorecida pela presenca de
fatores de transcricdo especificos de cada estagio e a distancia do LCR. Assim, na
fase de desenvolvimento fetal a disponibilidade de fatores especificos do estagio fetal
favorece a interagao preferencial entre os genes y e o LCR; enquanto os genes da 3
globina sdo desativados competitivamente. Por outro lado, durante a fase de
desenvolvimento adulta, o LCR interage preferencialmente com o gene 3, resultando
no silenciamento dos genes da vy globina (HARJU et al, 2002;
STAMATOYANNOPOULOS et al., 2009).

No silenciamento autbnomo, todos o0s elementos responsaveis pelo
silenciamento da expressdo génica estdo contidos na estrutura do gene ou nas
sequéncias adjacentes. Este mecanismo envolve a interagdo das sequéncias do
promotor proximal e distal do gene alvo e a participacao de diversos fatores de
transcricdo que se ligam ao DNA, favorecendo ou inibindo a ligacdo do LCR com as
sequencias génicas (STAMATOYANNOPOQOULOS, 2005; STAMATOYANNOPOULOS
et al., 2009).

Fatores de transcricdo

Diversos fatores de transcricdo de acao trans se ligam nas sequéncias da
regido promotora dos genes e no LCR e desempenham papel crucial na expressao
das cadeias globinicas (HARIHARAN; NADKARNI, 2021; LEVINGS; BUNGERT,
2002). Durante a transicao da Hb F para as hemoglobinas do adulto, os genes que
codificam a y-globina, s&o reprimidos por complexos transcricionais que incluem
GATA1, TR2/TR4, MYB, KLF1, SOX6, BCL11A, DNMT1 e HDAC1/ 2 (Tabela 1)
(SANKARAN; ORKIN, 2013).

O GATA-1 é um fator de transcricdo especifico eritroide essencial para a
expressao dos genes das globinas e a diferenciagcédo das células eritroides. O GATA-
1 faz parte de uma familia de fatores de transcricao contendo dedos zinco e se liga a
regidao consenso WGATAR presente na regido reguladora de varios genes do
desenvolvimento eritroide e as sequéncias do LCR (HARIHARAN; NADKARNI, 2021;
HARJU et al., 2002; KATSUMURA et al., 2013). A depender da sequéncia de ligagao
e de sua interagao com outras proteinas, o GATA-1 pode funcionar como ativador ou
repressor da expressao génica (LIANG et al., 2008). A maioria das funcées do GATA-
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1, como a repressao dos genes y durante o estagio adulto, requer ligagdo com outras
proteinas como a FOG-1 (Figura 5) (HARJU-BAKER et al., 2008; MICCIO; BLOBEL,
2010).

O fator nuclear eritroide 4 (NF-E4 do inglés, Nuclear Factor, Erythroid 4)
também tem sido implicado na regulagado da expressao da y globina em humanos.
Esta proteina é expressa em duas isoformas, sendo a isoforma longa de 22 kDa,
associada com a formacdo de um dimero heteromérico com o fator de transcrigao
CP2, chamado de proteina seletora de estagio (SSP, do inglés stage selector protein),
que atua como um ativador da expressao da y globina (ZHOU et al., 2000, 2004). A
isoforma curta p14 NF-E4, é abundante nas células eritroides adultas, e tem sido
associada com a repressao da expressao do gene da y globina apdés o nascimento
(WILBER et al., 2011).

O fator Kruppel-like 1 (KLF1, do inglés Kriippel-like factor) ou fator eritroide
Kripple-like, € um fator de transcricdo com dominio de dedos de zinco com papel
crucial da expressdao dos genes globinicos (VINJAMUR et al., 2016). O KLF1
desempenha um papel dual no controle do switch hemoglobinico, atuando tanto na
ativagao da expressao do gene da [3 globina e simultaneamente contribuindo para a
supressao da expressao do gene da y globina (HARIHARAN; NADKARNI, 2021).

Para a ativagao da 3 globina, o KLF1 se liga diretamente na sequéncia CACCC
da regido promotora do gene HBB, bem como facilita a interagdo do LCR com o
promotor do HBB desencadeando a producao de cadeias do tipo beta (BLOBEL;
WEISS, 2009; CARIA et al., 2022). Além disso, na repressdo da expressao da y
globina, o KLF1 ndo atua diretamente, mas exerce esse papel por meio da ativagao
da expressao do BCL11A, um potente silenciador que reprime a expressao dos genes
HBG (Figura 5) (TALLACK; PERKINS, 2013; ZHOU et al.,, 2010). Dessa forma,
mudancas na disponibilidade de KLF1 a depender do estagio de desenvolvimento,
favorecem as interacbes competitivas do LCR com os genes das globinas, além de
regular a expressao de BCL11A e o silenciamento da expressao de cadeias tipo gama
(ZHOU et al., 2010).

O BCL11A (do inglés, B-cell CLL/lymphoma 11A) é outro fator de transcrigao
com dominio em dedos de zinco fortemente implicado com a inibicdo da expressao

dos genes HBG no locus da 3 globina. O papel crucial do BCL11A na expressao da
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Hb F foi inicialmente identificado por meio de estudos de associagdo ampla do genoma
(GWAS, do inglés Genome-Wide Association Study) que mostraram que
polimorfismos em regdes intronicas do gene BCL11A estavam fortemente associados
com os niveis de Hb F (MENZEL et al., 2007; UDA et al., 2008). Além disso, foi
observado que a regulagao negativa da expressao de BCL11A em células eritréides
primarias leva a expressao robusta de Hb F (SANKARAN et al., 2008).

O mecanismo pelo qual o BCL11A regula os niveis de a Hb F se da por meio
da ligagdo direta ao motivo TGACCA da regido promotora dos genes "y e Gy reprimindo
a expressdao da gama globina, e por meio da promog¢ao da ligagdo do B-LCR,
particularmente o HS3, com o gene HBB (LIU et al., 2018; WILBER et al., 2011). Foi
demonstrado que o BCL11A exerce sua fungéo interagindo com outros reguladores
eritroides como o GATA1, SOX6, ZFPM1/FOG1 e o complexo repressor NURD (Figura
5) (XU et al., 2010, 2013).

Além do BCL11A, variantes na regido intergénica dos genes HBS1L-MYB
também foram identificadas como modificadoras significativas dos niveis de Hb F por
estudos GWAS (THEIN et al.,, 2007). O gene HBS1L codifica uma proteina com
aparente atividade de ligacdo ao GTP e esta envolvida em uma variedade de
processos celulares. O gene MYB (que codifica o fator de transcricdo c-Myb) é um
regulador chave da hematopoiese e da eritropoiese e além de influenciar nos niveis
de Hb F. O c-Myb modula a expressdo da Hb F por meio da ativagdo do KLF1 e de
outros repressores do HBG, como os receptores nucleares TR2/TR4 (Figura 5)
(BIANCHI et al., 2010; WANG et al., 2018).
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Figura 5 - Representagéo esquematica da regulacao da troca da hemoglobina fetal para adulto baseada
na interagdo em looping do LCR e na presenga de varios fatores de transcricdo. No periodo fetal o
complexo ativador promove a interagdo do LCR com os promotores dos genes HBG para ativar a
expressdo da vy globina, aumentando assim os niveis de Hb F. No periodo adulto, apds o nascimento,
varios fatores de transcrigdo formam um complexo repressivo diminuindo a expresséo da y globina,
bloqueando a interagdo do promotor dos genes HBG com LCR e favorecendo sua interagdo com o
gene da 3 globina levando assim ao aumento da Hb A.
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HBG1 HBD _-_

Switch
hemoglobinico

Apos o nascimento

Complexo de
repressao da
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com
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Requlacdo epigenética

Modificagdes epigenéticas, como modificagdes nas histonas e metilagdo do
DNA, em cooperagao com os fatores de transcrigdo, também contribuem para a troca
de hemoglobina fetal para adulto (FONTANA et al., 2023). Apés o nascimento, os
genes da gama-globina estdo associados ao aumento da metilagdo, a perda de
modificagdes de histonas ativas circundantes e a uma diminuigdo na acessibilidade
da cromatina (BAUER; ORKIN, 2011; PAIKARI; SHEEHAN, 2018). Diversos
complexos repressivos multiproteicos contribuem para o silenciamento do promotor
dos genes HBG, incluindo a arginina metiltransferase PRMTS, a lisina metiltransferase
SUV4-20 h1, a serina/treonina quinase CK2alfa, a enzima metilante de DNA DNMT3A,
e componentes do complexo NuURD (FONTANA et al., 2023; PAIKARI; SHEEHAN,
2018).

O complexo de remodelacdo do nucleossomo e histona desacetilase (NuURD)
consiste em varias subunidades enzimaticas, incluindo a subunidade ATPase Mi-2[3 e
as histonas desacetilases (HDAC1 e HDAC?2) (XU et al., 2013). Foi demonstrado que
o NuRD interage com o complexo GATA-1/FOG-1 e com o BCL11A para o
silenciamento dos genes da gama globina (Figura 5) (HARJU-BAKER et al., 2008;
MICCIO; BLOBEL, 2010; XU et al.,, 2013). O MBD2, um membro da familia de
proteinas do dominio de ligacdo metil-CpG, se associa com o NuRD e é necessario
para a formacgao estavel do complexo repressor que inclui o BCL11A, contribuindo
para o silenciamento do gene da y-globina em células eritroides humanas adultas
(SHANG et al., 2023; YU et al., 2019).

Além disso, outras enzimas modificadoras epigenéticas, como a DNA
metiltransferase 1 (DNMT1) foram sugeridas como potenciais alvos para a indugao de
Hb F (SANKARAN; ORKIN, 2013). A DNMT1 promove a metilagdo do DNA
predominantemente em locais CpG, levando em células eritroides adulta a represséao
da expressdo da gama globina, em associacdo com outros fatores de transcricao
como o GATA-1 e o BCL11A (Figura 5) (PAPAGEORGIOU et al., 2016; XU et al.,
2013).
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Tabela 1 - Principais reguladores envolvidos na expressao das cadeias globinicas gama e beta.

Expressao da

Regulador Nome Mecanismo de regulagdo no locus da beta globina v globina

GATA-1 GATA-binding factor 1 Regulador mestre da dlfer(,ar_10|agao eritroide. Interage com o LCR e regiao Repress&o
promotora dos genes globinicos

FOG-1 Friend of GATA-1 Interage ~com o GATA-1 para facilitar a maturacdo eritrdide e Repressio
megacariocitica

KLF1 Klippel-like factor 1 Promove a expressao dos genes BCL11A e HBB Repressao

MYB MYB Proto-Oncogene Ativa o KLF1 e outros repressores do HBG, como o TR2/TR4 Repressao

BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A Se liga e reprime a expressao dos genes HBG e facilita a associacao do Repressio
LCR com o gene HBB

SOX6 SRY-box transcription factor 6  Se liga a regiao promotora do HBG por meio da interagdo com o BCL11A Repressao

LRF/ZBTB7A /L:zgfoermla/ lymphoma Related Se liga aos genes HBG e recruta o complexo NuRD Repressao

DNMT1 DNA metiltransferase 1 FB’g)[qc;\f a metilacdo dos genes HBG e interage com o GATA-1 e o Repressao

COUP-TFII Nuclear orphan receptor Se liga a repeti¢des diretas no promotor do gene da y globina. Repressao

Complexo Direct repeat erythroid- Heterodimero formado por 2 receptores nucleares 6rfaos, TR2 e TR4. Se -

. . . . . Repressao

DRED definitive complex liga a repeticoes diretas no promotor do gene da y globina.

Complexo Nucleosome remodeling and Formado por Mi-23, HDAC1 e HDAC2. Por meio da ligagdao com o MBD2,

NuRD histone deacetylase complex interage com o GATA-1/FOG-1 e com o BCL11A Represséo

FOP 1 Friend of protein arginine Fator de transcrlg_ao que participa da repressdo da gama globina Repressao

methyl transferase | possivelmente mediado por SOX6

p22 NF-E4 Nuclear Factor, Erythroid 4 quma o complexo S~SP com o fgtor de transcricdo CP2, que atua como um Ativagao
ativador da expresséao da y globina

NE-Y Nuclear transcription factor Y Junto com outros cqatlvadores, sei liga aos prgmotores do HBG e modifica Ativacso
a cromatina para ativar a expressao da y-globina

FOXO03 Forkhead Box O3 Fator de transcrigdo necessario para maturagao eritroide Ativacao

SIRT1 Sirtuin 1 Facilita a interagdo do LCR com o promotor HBG, inibe a expressao de Ativago

repressores do HBG e aumenta a acetilagao de histonas no promotor HBG

Fonte: A autora (2024).
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2.1.4 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias correspondem a um amplo espectro de disturbios
hereditarios, causados por defeitos quantitativos (talassemias o e ) e qualitativos
(variantes estruturais) na molécula de Hb (HARTEVELD et al., 2022). As talassemias
sao caracterizadas pela auséncia ou diminuicao acentuada da sintese de uma das
cadeias globinicas, sendo os tipos de importancia clinica, as talassemias o e .
(FORGET; FRANKLIN BUNN, 2013).

As Hbs variantes s&o causadas por mutagdes nos locus globinicos que alteram
estruturalmente a molécula, podendo ou nao afetar suas propriedades funcionais.
Segundo dados do HbVar, uma base de dados para hemoglobinas variantes e
talassemias, até janeiro de 2024, foram reportadas 1.426 hemoglobinas variantes
diferentes, sendo mais de 900 envolvendo mutagcdes no gene HBB (GIARDINE et al.,
2014). Dentre essas, a hemoglobina S (Hb S), se destaca pela elevada frequéncia

mundial e as diversas implicagdes fisiopatoldgicas (SERJEANT, 2013).

O termo doencga falciforme (DF) €& utilizado para descrever um grupo de
hemoglobinopatias, caracterizadas pela heranga da Hb S em homozigose ou
heterozigose composta. A anemia falciforme (AF), doenca autossémica recessiva
definida pela homozigose da Hb S, é a forma mais comum e grave representando
cerca de 70% dos casos de DF (PIEL et al., 2010). Outras formas de DF compreendem
casos de heterozigotos compostos onde ha associacdo da Hb S com outra
hemoglobina variante (ex. Hb C, Hb D) ou com a B talassemia (Hb S/B* talassemia e
Hb S/BC talassemia), condigdes na qual a sintomatologia é variavel. Em heterozigose
(Hb AS) os individuos sao assintomaticos e apresentam condi¢cao conhecida por trago
falciforme (STEINBERG, 2008; WARE et al., 2017).

2.2 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Etiologia e epidemiologia

Mais de 100 anos se passaram desde a primeira publicacao formal de um caso
de AF em um jovem de origem caribenha, que apresentava anemia severa e eritrocitos

peculiarmente alongados e com formato de foice no estirago sanguineo (HERRICK,
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1910). Conforme ficou conhecida, a doenga de células falciformes, era associada a
individuos negros com anemia severa, ictericia e inchago nas articulagbes (MASON,
1922). As décadas que se seguiram, foram marcadas por um numero progressivo de
relatos da AF e diversos avancos na elucidacdo das bases moleculares da doenca
(SERJEANT, 2001, 2010).

Em 1947, no Brasil, o médico baiano Jessé Accioly, em um jornal local de baixa
circulacdo, prop0s corretamente que a caracteristica da doenga seria herdada em
homozigose (ACCIOLY, 1947). Entretanto, o padrédo de hereditariedade da AF
também foi independentemente descoberto e atribuido a Neel e Beet (BEET, 1949;
NEEL, 1949). Em 1949, Linus Pauling e cols. mostraram que a AF era associada com
a presenca de uma molécula de hemoglobina anormal, culminando na primeira
descricdo de uma doenga molecular (PAULING et al., 1949). Os achados de Pauling
pavimentaram o caminho para o estudo das bases moleculares de diversas doengas
e trouxeram uma énfase crescente para a investigacao basica e clinica na DF
(PRABHAKAR et al., 2010).

A hemoglobina S (Hb S) é uma variante estrutural patoldgica da hemoglobina
normal do adulto (Hb A) que resulta de uma mutacao pontual no gene da B-globina
(HBB), localizado no cromossomo 11p15.15. Esta alteracdo molecular consiste na
substituicdo da base nitrogenada adenina por timina no sexto codon do gene HBB,
levando a troca de um residuo de acido glutdmico hidrofilico por um residuo de valina
hidrofébico com consequente mudanca na molécula de hemoglobina (HBB, glu6val,
rs334) (FRENETTE; ATWEH, 2007; STEINBERG et al., 1995). Individuos com AF,

sdo homozigotos para a mutag&o, produzindo apenas cadeias f3S.

Estudos apontam que a origem da mutagdo S remonta de 7.300 anos atras no
continente africano (SHRINER; ROTIMI, 2018). A distribuigdo geografica do alelo pS
foi historicamente impulsionada pela vantagem seletiva conferida pela heterozigose
para a Hb S (Hb AS), que oferece maior resisténcia a forma grave da malaria causada
pelo parasita Plasmodium falciparum (Figura 6) (ESOH; WONKAM, 2021). Assim, a
prevaléncia da AF é alta em regides endémicas para a malaria como a Africa
Subsaariana, partes do Oriente Médio, do Mediterraneo e da india. Entretanto, o
comércio de escravos e 0os movimentos migratorios populacionais favoreceram a
distribuicdo do alelo BS muito além das suas regides de origem (PIEL et al., 2017).

Grande parte dos africanos forgados a migrar para as Américas foram distribuidos
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para os Estados Unidos e regides da América Latina, principalmente o Brasil e Caribe
(HUTTLE et al., 2015).

Figura 6 - Numero estimado de nascimentos de individuos com DF (genétipos SS e SB0) por pais no
ano de 2021.
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Fonte: A autora (2024). Construido com dados do Global Burden of Disease (2021) (GBD 2021 SICKLE
CELL DISEASE COLLABORATORS, 2023).

Segundos dados do ultimo relatério do Global Burden of Disease, no ano de
2021, existiam 5,8 milhdes de pessoas no mundo vivendo com casos graves de DF
(genodtipos SS e SB%) e 394.000 nascimentos com a doenga, sendo mais de 70% dos
casos registrados na Africa subsaariana (Figura 6) (GBD 2021 SICKLE CELL
DISEASE COLLABORATORS, 2023). As estimativas ainda apontam que 34.400
pessoas morreram devido a complicagdes decorrentes da doenga e em criangas com
idade inferior a 5 anos, a DF é a 112 principal causa de morte (GBD 2021 SICKLE
CELL DISEASE COLLABORATORS, 2023). Portanto, a distribuicdo mundial de casos
de DF esta aumentando e espera-se que continue a aumentar num futuro préximo,
devido a maior proporgéo de nascimentos em locais com taxas elevadas do alelo BS,

além do impacto adicional da migracao populacional (PIEL et al., 2013, 2014).

No Brasil estima-se que existam entre 60 mil e 100 mil pacientes com DF
(CANCADO et al., 2023). A prevaléncia do alelo BS no Brasil € bastante heterogénea,
variando de 1,2% a 10,9%, dependendo da regido, sendo a Bahia, o Distrito Federal
e o Piaui os estados com maior incidéncia (KATO et al., 2018; MINISTERIO DA
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SAUDE, 2022). Considerando a prevaléncia e gravidade da DF, em 2001 o Ministério
da Saude, mediante a portaria n° 822/01, determinou que a pesquisa de
hemoglobinopatias fosse realizada como parte do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), facilitando o diagndstico e o tratamento dos pacientes (SANTOS et
al., 2021). Além disso, com o objetivo de aprimorar as medidas de saude publica
relacionadas a DF, em novembro de 2023, o Ministério da Saude determinou que os
casos de DF devem ser incluidos na Lista Nacional de Notificacdo Compulséria de
Doencgas, Agravos e Eventos de Saude Publica nos servigos de saude publicos ou
privados em todo o Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2023b).

Segundo dados do PNTN, entre 2014 e 2020, a incidéncia da DF foi de um
caso a cada 2,5 mil nascidos vivos (cerca de 1,1 mil casos por ano) e em média de 63
mil casos de Hb AS por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2023a). Em Pernambuco, a
incidéncia de DF no ano de 2021 foi de 1 para cada 3.236 nascidos vivos e de trago
falciforme de 1 para cada 51 nascidos vivos (PNTN-CGSH/DAET/SAES/MS, 2023).

Dados estimados de mortalidade no Brasil mostram que a idade mediana ao
Obito € de 32 anos entre individuos com DF e 69 anos entre a populagdo geral
(reducgao de aproximadamente 37 anos para o grupo com DF). Além disso, individuos
de 1 a9 anos e de 10 a 39 anos com DF apresentaram um risco 32 e 13 vezes maior
de morte, respectivamente, comparado com a populagao em geral (CANCADO et al.,
2023). Assim, as taxas elevadas de mortalidade ainda apontam para a necessidade
de descentralizacdo do rastreio neonatal e melhoria das intervencdes terapéuticas
(CORDOVIL et al., 2023).

2.1.2 Fisiopatologia da anemia falciforme

A fisiopatologia da AF é caracterizada pela interagdo complexa e simultanea de
diversos eventos que favorecem as complica¢des clinicas da doenga (Figura 7): (1) a
polimerizagdo da desoxi-Hb S e falcizagao eritrocitaria, (2) a hemdlise cronica e
disfuncao endotelial, (3) a adesao celular, (4) a inflamagéao estéril e (5) e a ocluséo
microvascular (SAAH et al., 2022).
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Figura 7 — Principais eventos envolvidos na fisiopatologia da anemia falciforme. 1) A desoxigenacao da
hemoglobina induz a polimerizagdo da desoxi-HbS, que pode resultar na deformacao dos eritrécitos e
formacao de eritrocitos falcizados. 2) A lise dos eritrécitos libera hemoglobina livre (Hb livre), que é
capturada pela haptoglobina (HPT) e, posteriormente, o heme livre é sequestrado pela hemopexina
(HPX). Em decorréncia da hemdlise ha também liberacdo da arginase, que degrada L-arginina em
ornitina, reduzindo a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) e prejudicando a fungao da éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). A oxidagdo da hemoglobina gera metemoglobina (MetHb) e espécies
reativas de oxigénio (eROS), contribuindo para a disfungao endotelial e inflamagéo vascular. 3) O fator
nuclear kB (NF-kB) é ativado nas células endoteliais, promovendo a expressdo de moléculas de
adesdo, como molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséao vascular-1 (VCAM-1),
P-selectina e PSGL-1. Essas moléculas facilitam a interagdo dos eritrécitos falcizados, leucdcitos e
plaguetas com o endotélio. Outras proteinas, como laminina e LU/BCAM, participam dessas interagdes
celulares. 4) O heme livre atua como um padrao molecular associado a danos (DAMP), ativando células
endoteliais, macréfagos e neutrdfilos via receptor do tipo Toll 4 (TLR4). Essa ativagado estimula a
liberagéo de citocinas inflamatdrias, como interleucina-13 (IL-18) e interleucina-18 (IL-18), e promove
a formagédo de NETs, exacerbando a inflamagédo vascular. 5) Os eritrécitos falcizados aderem ao
endotélio por meio de interagbes com neutrofilos, reticulécitos e plaquetas ativadas, facilitadas por
receptores como CD36, trombospondina-1 (TSP-1) e a4B1 integrina. Essas interagbes levam a
formagao de agregados celulares que obstruem a microcirculagéo, resultando em isquemia e hipdxia
tecidual.
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Polimerizacdo da desoxi-Hb S e falcizacéo eritrocitaria

A Hb S difere estruturalmente da Hb A pela troca do acido glutamico na sexta
posicdo da cadeia B globina pela valina, um aminoacido hidrofébico. A presenca da
valina faz com que ocorra a exposi¢ao de sitios hidrofébicos na desoxi-Hb, resultando
em interagdes intermoleculares. Este fator, associado a um ambiente com baixa
tensdo de O2 pode desencadear a polimerizagdo dos tetrémeros de Hb S e
deformagao dos eritrécitos, tornando-os falcizados (FERRONE, 2018; PICCIN et al.,
2019).

Os eritrocitos falcizados ou drepandcitos, sdo mais rigidos, frageis, propensos
a hemodlise e incapazes de deformar-se adequadamente para passar pela
microvasculatura (KUYPERS, 2014; NADER et al, 2021). O processo de
polimerizacao é reversivel quando restabelecidas tensées normais de O2. Contudo,
ciclos repetidos de polimerizacao e despolimerizagao causam danos ao citoesqueleto
da membrana eritrocitaria, tornando as células irreversivelmente falcizadas
(STEINBERG, 2008; SUNDD et al., 2019).

A extensdo da formacao do polimero de Hb S é diretamente proporcional a
quantidade dessa Hb, demonstrando o papel crucial da sua concentracdo no
fendbmeno da falcizagao (DE FRANCESCHI et al., 2011; HENRY et al., 2020). Além
da concentracéo intraeritrocitaria de Hb S, o fendbmeno de falcizagcao depende do grau
de desoxigenacdo da célula, pH, concentragcdo de difosfoglicerato (2,3-DPG),
temperatura e presenga de outras hemoglobinas como a Hb A e a Hb F (EATON,
2020; KIM-SHAPIRO, 2009; TORRES et al., 2022). A polimerizagcéo da desoxi-Hb S
esta também associada com a reducdo de agua e ions celulares (desidratagao) e
aumento da densidade do eritrécito, com consequente aceleragao da formacao do
polimero (DE FRANCESCHI et al., 2011; KATO et al., 2007).

Hemolise cronica e disfuncio endotelial

A hemodlise na AF é tanto extravascular mediada pelo reconhecimento e
fagocitose dos drepandcitos pelas células do sistema reticulo endotelial (SRE), quanto
intravascular mediada pelo sistema complemento (AZAR; WONG, 2017; ODIEVRE et

al., 2011). A hemdlise intravascular é responsavel por aproximadamente 30% da
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hemdlise total de um paciente com AF, culminando na liberagao diaria de até 30 g de
Hb na circulagdo (STEINBERG; SEBASTIANI, 2012). A expectativa de vida dos
eritrécitos na AF cai para aproximadamente 10 a 20 dias, caracterizando um quadro
de anemia cronica (TORRES et al., 2022).

A Hb e o heme livre dissociado do tetramero promovem o distresse oxidativo,
e lesdo dos componentes celulares, especialmente nos vasos e nas células
sanguineas (KATO et al., 2018). As glicoproteinas haptoglobina e a hemopexina
formam complexos com a Hb e o heme livre, respectivamente, neutralizando seus
efeitos téxicos (MERLE et al.,, 2018). No entanto, a hemdlise crbnica esgota a
capacidade dessas proteinas de remogao dos subprodutos toxicos da hemolise
(YALAMANOGLU et al, 2018). Assim, os produtos de liberagdo da hemdlise
favorecerem o distresse oxidativo, e contribuem para a vasculopatia por meio da
diminuicdo da biodisponibilidade de oxido nitrico (NO), um gas vasodilatador
(ABODERIN et al., 2023; ALAYASH, 2018; REITER et al., 2002).

A Hb livre sequestra o NO produzindo metahemoglobina (MetHb) e nitrato
(NOs-) (KATO et al., 2017; KATO GJ, HEBBEL RP, STEINBERG MH, 2009). Além
disso, a arginase-1, uma enzima intraeritrocitaria liberada durante a lise dos eritrocitos,
converte a arginina, principal substrato para sintese de NO, em ornitina, reduzindo a
reacao de sintese de NO realizada pela NO sintase endotelial (eNOS) (HEBBEL et al.,
2020). Por fim, a Hb e o heme livre aumentam o distresse oxidativo e a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) o que diminui a biodisponibilidade de NO
(ALAYASH, 2018; CONNES et al., 2023). Dessa forma, a deplecao crénica de NO
contribui para a vasoconstricdo, ativacdo de plaquetas, disfungcdo endotelial e
aumento da expresséao do fator nuclear kappa B (NF-«kB) com consequente aumento
da expressao de moléculas de adeséo endotelial (Figura 7) (GBOTOSHO, O. et al.,
2021; KATO GJ, HEBBEL RP, STEINBERG MH, 2009; NADER et al., 2021).

Adesao celular

O endotélio na AF é anormalmente ativado, exibindo expressdo aumentada de
varias moléculas de adesao como a E-selectina, P-selectina, molécula de adesao
celular vascular 1 (VCAM-1), molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), laminina e

integrina aVB3 (KATO et al., 2018). As moléculas superexpressas ativam e promovem
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interacbes adesivas entre eritrocitos falcizados, endotélio vascular, leucdcitos e
plaquetas (CONNES et al., 2023).

A hemacia falcizada apresenta a composi¢cao lipidica da sua membrana
significativamente alterada, levando a maior exposi¢cao de fosfatidilserina (PS) na
monocamada lipidica externa (KUYPERS, 2014). Essa mudang¢a promove uma maior
adeséo dessas células com o endotélio vascular, por meio da interagao com o receptor
especifico de fosfatidilserina (PSR), além de favorecer o seu reconhecimento e
destruicdo pelos macrofagos do SRE (AZAR; WONG, 2017; PICCIN et al., 2019).
Outras numerosas moléculas também medeiam a interagao entre os eritrocitos e as
células endoteliais. Dentre elas se destacam a proteina luterana/molécula de adesao
celular basal (Lu/BCAM) expressa em eritrécitos e em células endoteliais, a integrina
a4pB1 e a molécula de adesdo CD36 (Gplllb) (Figura 7) (BROUSSE et al., 2015;
CONRAN; EMBURY, 2021).

A hemdlise também favorece o aumento da liberacdo de reticulécitos
circulantes, que séo células eritroides em estagio intermediario de maturagéo, entre
os eritroblastos e os eritrécitos maduros (BROUSSE et al., 2015; OFORI-ACQUAH,
2020). Os reticulécitos sao ricos em moléculas membranares de adesdo como a
integrina a4B1 e o CD36, e possuem papel crucial na progressao da vasculopatia e
dos episddios vaso-oclusivos (CARDEN et al., 2021; LAPOUMEROULIE et al., 2019).
A adeséo dos drepandcitos e reticuldcitos ao endotélio também pode ser intermediada
por meio da interagdo com “moléculas-ponte”, como a trombospondina (TSP-1)
(OLIVEIRA et al., 2024).

Aliado a isso, a presenga de leucécitos aderentes na microcirculagéo sugere
fortemente que essas células, devido ao seu volume celular, sdo importantes
contribuintes para a desaceleragao circulatéria e vaso-oclusao (TORRES; HIDALGO,
2022; ZHANG et al., 2016). A P-selectina, expressa na superficie endotelial e em
plaquetas, medeia o rolamento e adesao de neutrdéfilos a superficie do vaso, além de
favorecer a formagao de agregados entre as plaquetas e os neutrofilos por meio da
ligacdo com ligante da P-selectina (PSGL-1) (HINES et al., 2021; POLANOWSKA-
GRABOWSKA et al., 2010). Além disso, as intera¢des entre eritrocitos e leucocitos
foram associadas com a ligacao entre ICAM-4 expresso nos eritrécitos e a integrina
Mac-1 expressa nos leucécitos circulantes (Figura 7) (CONRAN; EMBURY, 2021;
PICCIN et al., 2019).
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Inflamacéo estéril

A Hb e o heme livre, considerados padrbes moleculares eritroides associados
a danos (eDAMPS — do inglés erythrocyte damage-associated molecular patterns),
por meio da geracdo de ROS propagam a lesdo tecidual, e contribuem para a
liberagcdo de varios padrées moleculares associados a danos (DAMPs do inglés
damage-associated molecular patterns) derivados de tecidos e células (BOZZA;
JENEY, 2020; SUNDD et al., 2019).

O heme livre pode contribuir para a inflamacéao estéril, por via dependente da
ativagao do receptor Toll-like 4 (TLR4), levando a ativagao do inflamassoma NLRP3
nas células vasculares e inflamatoérias com consequente liberagao de IL-18 e IL-1
(FIGUEIREDO et al., 2007; NYAKUNDI et al., 2019; PITANGA et al., 2016). Além
disso, o heme livre também ativa a formacao e liberacdo de armadilhas extracelulares
de neutrofilos (NETs, do inglés neutrophil extracellular traps), estruturas que
contribuem para a agregacao de outros neutréfilos e plaquetas, favorecendo a vaso-
oclusao (Figura 7) (CHEN et al., 2014).

A ativacdo dos macrofagos e do endotélio promove ainda a liberagéo de varias
citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-1p3, IL-8, IL-6, GM-CSF, inibidor do ativador de
plasminogénio 1 (PAI-1), o que contribui ainda mais para o estabelecimento de um
ambiente pro-inflamatério e pré-coagulante (CONRAN; BELCHER, 2018).
Consequentemente, este estado inflamatoério sustentado promove a vaso-oclusao por
meio da ativagdo de neutrdfilos, plaquetas e células endoteliais (ABODERIN et al.,
2023).

Oclusdo microvascular

A probabilidade de ocorréncia da vaso-oclusdo depende do chamado tempo de
atraso entre a desoxigenagéo e a polimerizagdo da Hb S e da velocidade de fluxo
sanguineo na microcirculacédo (VELUSWAMY et al., 2019). O tempo de atraso é o
intervalo de tempo entre a indugao da polimerizacdo pela desoxigenacao celular e a
formacao do polimero de Hb S (FERRONE, 2015; HENRY et al., 2020). Se o tempo
de atraso for maior ou se o fluxo sanguineo for mais rapido, a falcizagado ocorre em

um vaso poés-capilar de didmetro maior, sendo menos provavel a oclusdo. Assim,
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fatores que diminuem o tempo de atraso ou prolongam o tempo de transito eritrocitario
na microcirculagao, favorecem a falcizagdo enquanto os eritrécitos ainda estdo nos
capilares, resultando na vaso-oclusdo (EATON, 2020; VELUSWAMY et al., 2019). Em
geral, todos os fatores descritos em sessdes anteriores como a diminuigdo do NO,
adesao celular e inflamagao atuam retardando a velocidade de fluxo dos eritrécitos na
microcirculacdo (CONRAN; EMBURY, 2021).

Dessa forma, os eventos vaso-oclusivos na microcirculacéo, caracteristicos da
doenca, sdo um resultado direto da falcizagao, formagao de agregados multicelulares
no lumen dos vasos sanguineos, da disfungdo vascular, e do estado inflamatorio
cronico, culminando por fim em isquemia, hipoxia e dano tecidual (Figura 7)
(LAPOUMEROULIE et al., 2019; OFORI-ACQUAH, 2020). Episddios consecutivos de
vaso-oclusdo e reperfusdo sanguinea levam a lesdo de isquemia-reperfuséo (I/R), um
evento crucial no prolongamento do dano vascular e tecidual na AF (Figura 8)
(HEBBEL et al., 2020).

Figura 8 - Resumo dos principais eventos que contribuem para a vaso-oclusdo na AF. A ocorréncia da
vaso-oclusdo é resultado de um panorama complexo de interagdo entre inflamagéao crdnica,
vasculopatia endotelial, adesao celular, culminando em les&o de isquemia reperfusao (I/R). A I/R por
sua vez, promove ainda mais a inflamagao retroalimentado o ciclo e favorecendo ainda mais a vaso-
oclusdo. A hemoglobina fetal (Hb F) apare como uma importante inibidora dos eventos fisiopatoldgicos
da doencga.

Hb F

J / el \
Desoxigenagdo — Polimerizagéo Vasculopatia
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com.
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A lesao de I/R promove ainda mais a inflamacéao pela produgao de espécies de
oxigénio, aumento da expressao de moléculas de adesao, ativagao de leucdcitos, com
aumento na secregcdo de citocinas pro-inflamatérias e promogado de eventos
tromboticos (HEBBEL, 2014; JANG et al., 2021). Portanto, um importante indutor do
eventos vaso-oclusivos é propria vaso-oclusédo que se retroalimenta num ciclo vicioso
levando a danos constantes na microcirculagao e lesdo de multiplos 6rgaos (Figura 8)
(CONRAN; EMBURY, 2021).

2.1.3 Complicagodes Clinicas

A ocorréncia das complicagdes clinicas na AF muda significativamente de um
individuo para outro; variando de pacientes sem muitas intercorréncias clinicas
aqueles com multiplas complicagdes ao longo da vida (AZAR; WONG, 2017; BALLAS
et al., 2010). Dentre as complicagbes da doencga, as crises vaso-oclusivas (CVO) séo
as mais prevalentes e aparecem como a principal causa de admissao hospitalar
dentre os pacientes com AF (STEINBERG, 1999). Episddios de oclusao de vasos da
microcirculagéo, especialmente em vasos localizados na regido medular dos 0ssos,
peridsteo e musculos profundos, podem causar infarto tecidual e necrose. Como
resultado, o aumento de mediadores inflamatérios leva a ativacao de nociceptores que
inervam estes tecidos, ocasionando os intensos episodios de dor (ARZOUN et al.,
2022; BALLAS et al., 2010).

Algumas complicagbes da doenga possuem um carater agudo, afetando
pontualmente o curso clinico do individuo, podendo levar ao 6bito. Além da CVO,
outras complicagbes agudas sao a sindrome toracica aguda (STA), o acidente
vascular cerebral (AVC) e o sequestro esplénico (Tabela 2). Entretanto com o
aumento da expectativa de vida, danos isquémicos progressivos a varios 0rgaos
resultam em complicacbes de carater crbnico como a osteonecrose ou necrose
avascular, as ulceras de perna e a insuficiéncia renal crénica (Tabela 3) (STEINBERG,
2008; WILLIAMS; THEIN, 2018). Os fatores que determinam a ocorréncia e a
gravidade das complicagdes clinicas permanecem parcialmente compreendidos.
Assim, a variabilidade clinica da AF tem sido amplamente associada com a influéncia

de diversos fatores, como moduladores genéticos e os niveis de Hb F.



Tabela 2 - Principais complicacdes clinicas agudas da anemia falciforme.
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Complicagao Definigao Mecanismo fisiopatolégico Prevaléncia Tratamento Referéncia
Eventos de dor aguda Oclusao de vasos da Hidratacso e analgesia
Crise vaso- que geralmente afetam as microcirculagao, infarto . ¢ 9€ (UWAEZUOKE
. . . . o Ao longo de toda vida  Quando necessario,
oclusiva extremidades, torax e tecidual, necrose. e ativagao .. et al., 2018)
. . uso de opioides ’
costas de nociceptores locais
Dor, edema, eritema e Episddios vaso-oclusivos (JUNIOR et
Dactilite aumento da temperatura  que afetam pequenos ossos > 04 anos de idade  Hidratacdo e analgesia | 2012
local. das méos e dos pés al., )
Rapido aumento do Vaso-oclusao nos sinusodides
leni ; . | . A
Sequestro volume do ba’go,_ com esplénicos, qvqrgmdos pela Maior frequéncia Transfusao sanguinea. (BROUSSE et
esplénico queda dos niveis de acidez e hipdxia local, entre 3 meses e 5 Esplenectomia | 2014
P hemoglobina (valores em levando ao aprisionamento anos de idade P al, )
torno de 2g/dL). de eritrécitos no bago
Presenca de novo Multifatorial, vaso-oclusao na A Oxigenagéao e
Sindrome infiltrado pulmonar vasculatura pulmonar Maior incidéncia entre hidratagéo
o niiffrado puima . P : 2 a 4 anos, podendo hidratacao, (DESAI; ATAGA,
toracica evidenciado no raio-X de  embolia gordurosa pulmonar, antibioticoterapia e
; . . ~ ocorrer ao longo da ~ 2013)
aguda térax, junto com febre e atelectasia e infecgbes vida transfusdes de
sintomas respiratoérios. agudas. hemacias
Estenose de artérias . : —
. Vasculopatia de vasos . Hidroxiureia
. cerebrais, resultando em . Risco aumentado nas ~
Acidente . . . cerebrais, levando a e . (Prevengéo)
isquemia tecidual, . A primeiras décadas de - , (LIGHT et al.,
vascular . ~ isquemia (infancia), ou . . Transfusao sanguinea
levando a manifestacéo , . vida. Também afeta o 2023)
cerebral L : hemorragia (mais comum na (HbS < 30%
de sinais e sintomas . adultos ~
. idade adulta) Prevencéao)
neurologicos
~ : Episddios vaso-oclusivos Analgesia hidratacéo,
Erecéo peniana Aumento da S
. ] NOS COrpos cavernosos . aspiragao e irrigagao (IDRIS et al.,
Priapismo prolongada sem estimulo . . ~ frequéncia desde a
associados a disfungdo na dos corpos cavernosos 2022)

ou desejo sexual

biodisponibilidade de NO

primeira infancia

e, transfusoes




Tabela 3 - Principais complicagdes clinicas crénicas da anemia falciforme.
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Complicagao Definigao Mecanismo fisiopatolégico Prevaléncia Tratamento Referéncia
Ul d Ulceras cutaneas cronicas, mais Multifatorial: Oclusgo vascular, Frequéncia Previ?\?egsoécf ?gé;?le %
cera de ’ hemolise, infecgbes, traumas 9 G ’ (MINNITI et
comumente ao redor das a - : aumenta com desbridamento e
perna x mecanicos, trombose, anemia . . al., 2010)
regides maleolares . ~ . a idade curativos de
e disfuncao endotelial ~
compressao
Destruigao da superficie suvaes;fol';:ci)ecéuasfticz:jlallrr];asrtl(;vnaansdo Frequéncia iananC)aS:rizgt:éo (ADESINA;
Osteonecrose articular, principalmente na P . - . ~ aumenta com . . . NEUMAYR,
cabeca do famur a deterioracao e desintegracao a idade esteroides, fisioterapia 2019)
da cartilagem articular. e tratamento cirurgico
Presenca de calculos na A bilirrubina indireta, resultado Frequéncia
Colelitiase vegsicula biliar da hemolise crénica, precipita aumgnta com Colecistectomia para (BATISTA et
em contato com o calcio e se a idade pacientes sintomaticos al., 2021)
acumula na vesicula biliar
Lesao na vasculatura retiniana, Frequéncia Fotocoagulacéo a laser,
Retinopatia podendo ser nao proliferativa ou Vaso-oclusao na aumgnta com Injecao de fatores anti (DESAI,
proliferativa a qual é associada microcirculagao retiniana a idade crescimento endotelial e  ATAGA, 2013)
com neovascularizagao vitrectomia
ey Vasooousionomlse,  Frequinca  "pOUtIREOAS  (ABDALLA
Nefropatia P ) yoentrag estresse oxidativo e aumenta com ' . ELSAYED et
reduzida, proteinuria e hiverfiltracio a idade transplante (Estagio I 2019
insuficiéncia renal progressiva P ¢ avancgado) ar., )
Complicacbes como: disfuncdo  Resultado de episddios vaso- Frequéncia Diuréticos, beta (GBOTOSHO
Cardiopatia diastdlica, arritmia, insuficiéncia  oclusivos e dano oxidativo no aumgnta com bloqueadores, O.T etal ’
cardiaca, hipertrofia, fibrose e tecido cardiaco e a idade inibidores da ECA e '2(')21 ”
infarto do miocardio compensagao da anemia outros )
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2.3 HEMOGLOBINA FETAL NA ANEMIA FALCIFORME

A polimerizagao da Hb S, fenbmeno chave na fisiopatologia AF, depende do
grau de desoxigenacdo da célula e pode ser influenciada pela presenca
intraeritrocitaria de outras Hb, como a Hb F e a Hb A. A Hb F € um importante
modulador da fisiopatologia e clinica na AF. Além de diminuir a quantidade
intraeritrocitaria de Hb S, niveis elevados de Hb F também diminuem drasticamente a
polimerizacao (Figura 9B) (AKINSHEYE et al., 2011; EATON; BUNN, 2017).

O polimero de Hb S é estabilizado por interagcdes hidrofébicas entre o residuo
BSval6 de uma molécula, com a regido hidrofobica BS 85-88 de outra molécula de Hb.
As cadeias globinicas do tipo y possuem uma glutamina em vez de uma treonina na
posicao 87, o que torna esta interagao hidrofébica mais fraca (LETTRE; BAUER, 2016;
PAIKARI; SHEEHAN, 2018). O heterotetramero a2 BSy que é formado na presenca de
cadeias globinicas y € muito mais soltvel que o homotetramero da Hb S (a2 B25). Em
solugdo com a Hb S, nem o tetramero de Hb F (a27y2) nem o tetramero hibrido a2 BSy
entram na fase polimérica. De forma similar, o hibrido assimétrico o2 S, e a HbA2
sdo excluidos do polimero da HbS (Figura 9A). Em contraste, os tetrdmeros hibridos
contendo cadeias BS e B* tém metade da probabilidade de entrar no polimero
comparado com o homotetramero da Hb S. Consequentemente, a Hb F tem uma
probabilidade muito menor de copolimerizar com a Hb S, mesmo comparado a Hb A
(AKINSHEYE et al., 2011; EATON; BUNN, 2017; STEINBERG, 2001; STEINBERG;
RODGERS, 2015).

A Hb F prolonga o tempo necessario para a polimerizacdo da Hb S (tempo de
atraso), permitindo o escape dos eritrocitos da microcirculagdo para vasos maiores
antes que a falcizagcdo ocorra (STEINBERG, Martin H, 2020). Células

irreversivelmente falcizadas possuem niveis mais baixos de Hb F (ADEKILE, 2021).

Em pacientes com AF, os niveis de Hb F estdo geralmente aumentados, no
entanto, a magnitude deste aumento € muito variavel e influenciada por fatores
genéticos (LETTRE; BAUER, 2016). Em adultos a producgéo de Hb F é restrita a um
pequeno numero de precursores eritroides chamadas de células F (ORKIN; HIGGS,
2010; STEINBERG et al., 2014).
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Figura 9 - Na AF maiores niveis de hemoglobina fetal (Hb F) sdo associados a diminuigdo da
polimerizagdo e melhora do quadro clinico. A) Diferentes tetrdmeros de moléculas de hemoglobina. O
tetramero hibrido (a2 BSy) e a Hb F a2 y2ndo copolimerizam com a Hb S. B) A polimerizagdo da Hb S é
inversamente proporcional a concentragdo de Hb F. Os niveis de Hb F se correlacionam diretamente
com a gravidade da doencga. C) A produgéo de Hb F é restrita a uma populagéo de células chamada
de células F. Quanto maior o numero de células F e de Hb F por célula F, melhor a clinica do paciente.

Hibrido SA, Hibrido SF
a, B%6 a, By

Hemoglobina Fetal

Polimerizagao

Fenétipo mais grave Fendtipo mais leve

Grave Moderado Leve

@ células ndo-F
@ CélulasF
@ Células F com 210 pg de HbF

Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com.

Pacientes com AF possuem 2 tipos de eritrocitos: as células F, que possuem
vida mais longa, e altos niveis de Hb F, e células ndo-F de vida mais curta, que contém
Hb S, mas sem detecgao de Hb F (Figura 9C). Na AF a percentagem de células F é
mais elevada devido a 2 fatores: aumento da producdo em resposta a um estresse
eritropoietico e a vantagem de sobrevivéncia das células F, pela diminuigcdo da
polimerizagdo, o que leva a um aumento em seu numero relativo a medida que os
eritrocitos envelhecem na circulacdo (FRANCO et al., 2006; STEINBERG, Martin H,

2020). Tanto a distribuigdo das células F, quanto a concentragdo de Hb F em cada
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célula F é bastante variavel. Foi observado que células F com maior quantidade de
Hb F sobrevivem por mais tempo do que aquelas com menor quantidade (FRANCO
et al., 20006).

A importancia dos niveis de Hb F para a fisiopatologia da AF foi inicialmente
proposta por Janet Watson, em 1948, quando ela teorizou que os niveis elevados de
Hb F observados em recém-nascidos com DF, protegiam os individuos da falcizagao
e das complicacdes clinicas até aproximadamente os 6 primeiros meses de vida
(WATSON, 1948). Assim, hoje se sabe que individuos com AF e altos niveis de Hb F,
seja endogeno ou induzido por terapia, geralmente apresentam uma evolugéo clinica
mais branda (PACK-MABIEN; IMRAN, 2013). Altos de niveis de Hb F diminuem a
polimerizagao intracelular da Hb S, a falcizagdo e consequentemente reduz eventos

relacionados, como a hemolise e a vaso-oclusédo (SAAH et al., 2022).

Em camundongos falcémicos que expressam Hb F foi observado, que os niveis
de Hb F estavam relacionados com a diminui¢ao da expressao do fator de transcrigao
HIF-1a,, com consequente aumento da biodisponibilidade de NO, diminuicdo da
inflamacao e do estresse oxidativo e melhora nos parametros microvasculares e
hemodinamicos (DASGUPTA et al., 2010; KAUL et al., 2013). Em pacientes com AF
niveis mais elevados de Hb F foram associados a uma redugao da mortalidade e
morbidade e menor frequéncia de diversas complicagdes clinicas como CVOs, ulceras
nas pernas, osteonecrose, sindrome toracica aguda e AVC (AKINSHEYE et al., 2011;
BHATNAGAR et al., 2013; DOMINGOS et al., 2020; PERRINE et al., 1978).

Apesar dos beneficios observados, nem todos os individuos com AF e altos
niveis de Hb F apresentam melhora clinica consideravel. Um determinante critico do
efeito da Hb F no fendtipo da doencga, € a sua concentracdo por célula F e sua
distribuicéo entre as células (heterocelular ou pancelular) (HABARA et al., 2017). Foi
calculado que poucas células F estdo protegidas dos danos induzidos pela
polimerizagdo quando os niveis de Hb F sdo de aproximadamente 5% ou 10%. Um
numero maior de células F sado protegidas quando a Hb F atinge niveis de 20%.
Concentragdes de Hb F de cerca de 30%, raramente observada em adultos, podem
fornecer protecdo a mais de 70% das células, impedindo a polimerizagao

completamente a e as complicagdes da doenga (STEINBERG et al., 2014).

Essas previsdes sdo exemplificadas pelo fendétipo resultante da heterozigose
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composta para Hb S e persisténcia hereditaria de Hb F (PHHF). Nessa situagéo
grandes delegbes removem parte do gene HBB levando a um aumento compensatorio
da expressao dos genes HBG. O heterozigoto composto S-PHHF, apresenta Hb S e
distribuicdo pancelular de aproximadamente 10 pg de Hb F (30%) em cada eritrécito,
resultando em uma inibigdo quase completa da polimerizagcdo da Hb S, e raras
complicagcbes da doenga (BUCHANAN, 2014; STEINBERG et al., 2014).

Portanto, segundo as previsdes de Steinberg e colaboradores, se a distribuigao
da Hb F for pancelular e se niveis totais de Hb F de 30% puderem ser alcangados,
entdo uma cura farmacolégica para a maioria das complicagdes da doenca podera ser
alcangada. Dessa forma, considerando o potencial terapéutico da Hb F, muitas
abordagens visam aumentar a expressao de Hb F e o numero total de células F com

quantidade de Hb F suficiente para neutralizar a falcizacao (STEINBERG et al., 2014).

2.3.1 Terapias baseadas na inducao da Hb F para tratamento da AF

O unico tratamento potencialmente curativo atualmente disponivel para a AF &
o transplante de medula éssea, embora seu uso seja restrito pelo alto custo, toxicidade
e disponibilidade limitada de doadores adequados (PIEL et al., 2017). Nesse contexto
a terapia farmacolégica representa a melhor alternativa para amenizar a lesao tecidual
e dano progressivo a orgdaos na AF. As opgdes farmacolégicas atuais na DF para
inducéo da expressao de Hb F tém como alvo tanto a inducéo da producao de células
que sintetizam grandes quantidades de Hb F (células F) (por exemplo, hidroxiureia),
quanto a inibicdo de mecanismos epigenéticos de silenciamento da y globina (por
exemplo, decitabina e butiratos) (TROMPETER; ROBERTS, 2009).

Hidroxiureia (Hidroxicarbamida)

A hidroxiuréia (HU), ou Hidroxicarbamida € um agente citostatico, que teve seu
uso aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em 1998 para tratamento da
DF, em adultos e em 2017 para tratamento de pacientes com idade igual ou superior
a 2 anos. A HU foi a primeira droga aprovada e até hoje segue sendo a principal opgao
farmacolégica para pacientes com DF (PAIKARI; SHEEHAN, 2018). No Brasil, o

Ministério da Saude, aprovou o uso de HU para pacientes com DF em 2002. Em 2024,
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uma atualizagdo do Protocolo Cinico e Diretrizes Terapéuticas da DF, estabeleceu
uso da HU a partir dos 9 meses de idade (MINISTERIO DA SAUDE, 2024). A dose
inicial recomendada de HU é 15 mg/kg/dia, por via oral, em dose unica, com aumento
progressivo de 5 mg/kg/dia a cada 4 semanas até atingir a dose maxima de 35
mg/kg/dia ou a ocorréncia de efeitos adversos (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

O principal beneficio atribuido ao uso da HU na DF é o aumento dos niveis de
Hb F (PLATT, 2008). A HU leva ao aumento da sintese de Hb F e produgéo de células
F, por meio de mecanismos poucos esclarecidos. Estudos mostram que o efeito
citotdoxico intermitente da HU na medula d6ssea leva a redugdo da producao de
eritrocitos contendo niveis elevados de Hb S, originados de precursores que se
dividem rapidamente, e devido ao estresse eritropoietico, favorece a produgcido de
eritrocitos contendo niveis elevados de Hb F (células F), que surgem de progenitores
que se dividem menos rapidamente (QURESHI et al., 2018; WALKER et al., 2022).
Outro mecanismo proposto para a inducao de Hb F pela HU, envolve a conversao da
HU em NO e estimulo da via da guanilato ciclase soluvel e da proteina quinase
dependente de cGMP que induzem a expressao da Hb F (MCGANN; WARE, 2015).

A administragdo da HU em pacientes com AF possui multiplos beneficios,
incluindo alguns n&o relacionados com a indugéo da sintese de Hb F, como o aumento
na concentracao de Hb total e redugao da taxa de hemodlise (BOU-FAKHREDIN et al.,
2022; STEINBERG, Martin H, 2020). O uso desse farmaco também melhora a
deformabilidade dos eritrécitos, reduz a fragcao de celulas falcizadas e esta associado
a melhorias na reologia e na sobrevivéncia dos eritrécitos, além de limitar a ativagao
endotelial, adesao celular e reduzir os nimeros de leucocitos circulantes, reticuldcitos
e plaquetas (Figura 10) (CARTRON; ELION, 2008; NADER et al., 2018).

Em pacientes com AF, a HU reduz a frequéncia de CVOs, a necessidade
transfusional e as hospitalizacbes dos pacientes, além de diminuir a taxa de
mortalidade em aproximadamente 40%, quando utilizada por pelo menos um ano
(CHARACHE et al., 1995; LANZKRON et al., 2008; STEINBERG et al., 1997;
STROUSE et al., 2008). Além disso, o uso do HU é indicado para a prevengéao primaria
e secundaria de AVC (QURESHI et al., 2018; WARE et al., 2016). Apesar dos
beneficios, alguns individuos nao respondem adequadamente ao tratamento, e por
ser um agente citotdxico a terapia com HU possui alguns efeitos adversos, como

leucopenia e plaquetopenia, que podem predispor os pacientes a infeccbes e
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sangramentos (PLATT, 2008; QURESHI et al., 2018). Por este motivo, os pacientes
precisam ser monitorados periodicamente para avaliar parametros hematoldgicos,
funcdo hepatica e renal (PLATT, 2008).

Figura 10 - Efeitos a nivel vascular e celular do tratamento com hidroxiureia (HU) na anemia falciforme.
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com.

Outros agentes farmacoldgicos indutores da Hb F

Nem todos os pacientes tratados com HU respondem ao tratamento, e entre
aqueles que respondem, o aumento dos niveis da Hb F €& variavel, sugerindo a
necessidade de identificagdo de agentes adicionais capazes de induzir a Hb F e
ampliar sua distribuicdo celular (AKINSHEYE et al., 2011). Assim, a indugéo
farmacolégica da Hb F também foi investigada com outros agentes quimioterapicos,
particularmente a 5-azacitidina e a 5-aza-2-desoxicitidina (decitabina), e com acidos
graxos de cadeia curta como butirato de arginina e fenilbutirato de sddio (PERRINE
etal., 2014).

Os inibidores da DNA metiltransferase (DNMT), como 5-azacitidina e
decitabina, reativam a expressao dos genes da y globina (HBG) por meio da indugéo
da hipometilagdo do DNA (LAVELLE et al., 2018). A 5-azacitidina foi inicialmente

estudada e utilizada na DF, mas foi rapidamente abandonada devido ao seu perfil de
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toxicidade e possivel risco de carcinogénese (PAIKARI; SHEEHAN, 2018). A
decitabina, um analogo da 5-azacitidina, também é um potente inibidor da DNMT1 que
possui um perfil de seguranga mais favoravel, e se mostrou mais eficaz quando usado
em dose baixa em regime regular e intermitente (BOU-FAKHREDIN et al., 2022).
Estudos na DF sugeriram que a decitabina pode aumentar substancialmente os niveis
de Hb F e Hb total (SAUNTHARARAJAH et al., 2008).

Os inibidores da histona desacetilase (HDAC) também tém sido considerados
alvos terapéuticos para a indugdo de Hb F. O primeiro agente inibidor de HDAC
testado na DF foi o acido graxo de cadeia curta, butirato de arginina (PERRINE et al.,
2014). Em estudo experimental, o butirato foi associado com aumento nos niveis de
Hb F, mediado por um aumento na eficiéncia da tradu¢cao do mRNA da y globina
(WEINBERG et al., 2005). Ensaios clinicos em pacientes com 3 hemoglobinopatias,
mostraram que a administragdo de butirato de arginina e do fenilbutirato de sédio
aumentaram os niveis de Hb F (ATWEH et al., 1999; BOU-FAKHREDIN et al., 2022).

Essas opgdes farmacoldgicas ainda se encontram na fase de estudos clinicos
de fase 1 ou 2. Além disso, varios outros medicamentos estdo atualmente sob
investigacdo quanto aos seus efeitos na produc¢do de Hb F incluindo a metformina,
derivados da talidomida, angelicina, mitramicina e outros, todos os quais demonstram
atividade promissora in vitro (LAVELLE et al., 2018; PAIKARI; SHEEHAN, 2018;
VENKATESAN et al., 2021).

Terapia génica para inducao da Hb F na AF

O potencial da terapia génica tem sido amplamente explorado como opgao
curativa para a AF. Uma vez que a terapia génica consiste em uma abordagem
autdloga, seu uso evita os riscos inerentes ao transplante de medula 6ssea alégenico,
como a rejeicdo do enxerto e doenga do enxerto contra hospedeiro (ABRAHAM;
TISDALE, 2021). A terapia celular focada na indugédo Hb F, envolve tanto a reativagéo
do gene da y globina, aumentando a expressédo de Hb F quanto a reversao do
silenciamento dos genes HBG, restringindo a expressado dos repressores da Hb F
(especialmente o BCL11A) ou interrompendo seus motivos de ligagdo nos promotores
dos genes HBG (HARDOUIN et al., 2023; STEINBERG, Martin H, 2020).
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Vetores lentivirais foram desenvolvidos com o objetivo de inserir genes da y
globina em células-tronco hematopoiéticas para aumentar os niveis de Hb F e reduzir
a falcizacdo. Resultados preliminares de um ensaio clinico de fase 1/2 em dois
pacientes com AF transduzidos com vetor de lentivirus modificado com a vy globina
mostraram aumento dos niveis de Hb F e Hb total (ABRAHAM; TISDALE, 2021). Outra
abordagem com vetor lentiviral, mostrou que um vetor que codifica um short hairpin
RNA direcionado para o silenciamento especifico na linhagem eritroide do mRNA do
BCL11A, reduz a sua expressao levando ao aumento significativo de Hb F total e Hb
F por célula F, além de reducgao dos sinais e sintomas de pacientes com AF (ESRICK
etal., 2021).

Abordagens recentes com técnicas edi¢cao genética especialmente utilizando o
CRISPR-Cas9, tem mostrado eficiéncia tanto na corregdo da mutagéo BS, quanto na
inducao da Hb F na AF (MAYURANATHAN et al., 2023). Para indugcédo da Hb F uma
estratégia é usar o CRISPR-Cas9 para editar a regido acentuadora do BCL11A,
diminuindo sua expressado em células eritroides. Ao invés do knockdown completo da
BCL11A, outras abordagens sao focadas na dele¢cdo das sequéncias de ligagcao do
BCL11A na regiao promotora dos genes HBG (LAMSFUS-CALLE et al., 2020). Além
disso, outra estratégia sob investigagao é a introdugdo de mutagdées nos promotores
dos genes HBG, a fim de simular o efeito de mutagdes que causam a PHHF (SHARMA
et al., 2023). Por fim, o uso da terapia génica tem pavimentado o caminho para a cura
ou melhora permanente de forma eficiente na AF. Apesar disso, muitos desafios e
limitagdes ainda impdem a necessidade de melhorias para ampliar a acessibilidade e
segurancga da técnica (STEINBERG, 2022).

2.3.2 Moduladores genéticos dos niveis de Hb F

Variagdes nos niveis de Hb F em pacientes com DF tem sido atribuidas a co-
heranga de variantes genéticas que podem potencialmente afetar regides regulatérias
no cluster beta (THEIN; MENZEL, 2009). Os moduladores genéticos descritos,
incluindo polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) e loci de caracteristicas
quantitativas (QTL), que alteram os niveis basais de Hb F e melhoram a gravidade

clinica, sao principalmente a variante Xmnl/HBGZ2 (11p15.4) na regido promotora do
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gene HBGZ2 e QTLs na regiado intergénica HBS1L-MYB (6923.3) e BCL11A (2p16.1)
(Figura 11) (MOHAMMAD et al., 2022).

Figura 11 - Principais variantes genéticas associadas com variagdes nos niveis de hemoglobina fetal.
Os principais moduladores associados sdo a variante Xmnl/HBG2 na regiao promotora do gene HBG2
e QTLs naregido intergénica HBS1L-MYB, principalmente HMIP-2 (polimorfismos na regido intergénica
dos genes HBS1L-MYB, bloco 2) e no BCL11A.
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Fonte: A autora (2024). Criado usando BioRender.com.

Haploétipos da globina 55

Apds o surgimento da mutagdo BS foi postulado que hapldtipos, ou sitios
polimdrficos no cluster beta, surgiram e posteriormente se diversificaram, levando a
formacao de 5 padrbes classicos. Os haplétipos estdo em forte desequilibrio de
ligagdo com a mutagdo BS e foram nomeados de acordo com sua origem étnica e
geografica, sdo eles: Benin (BEN), Bantu ou Republica Central Africana (BAN ou
CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM), Arabe-Indiano ou Saudi-Arabe (ARB ou
SAU), além de haplétipos sem padrao definido, chamados de atipicos (LINDENAU et
al., 2016; SERJEANT et al., 2017). Dessa forma, sugeriu-se que a mutagao que
originou a Hb S tenha ocorrido independentemente em cinco regides distintas e se
espalhou devido a pressbdes seletivas (BITOUNGUI et al., 2015; PAGNIER et al.,
1984).
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Os haplotipos da globina BS estdo associados com diferentes niveis de Hb F
(ARB>SEN>BEN>CAR), possivelmente mediado por variantes polimérficas na regiao
promotora do gene da y globina (QUINN; MILLER, 2004). Individuos com AF e
haplétipo SEN (Hb F média ~10%) ou ARB (Hb F média ~20%) apresentam maiores
niveis de Hb F, tendendo a apresentar uma forma clinica menos grave da doenca; por
outro lado pacientes que apresentam haplétipo CAR (média Hb F <5%) tendem a
desenvolver um quadro clinico mais grave, pois cursam com niveis diminuidos de Hb
F. Por fim, pacientes que possuem o haplétipo BEN (média Hb F ~7%) e CAM (média
Hb F ~7%) apresentam quadros clinicos intermediarios ou graves se herdados em
heterozigose com haplétipo CAR (HABARA et al.,, 2017; SERJEANT et al., 2017,
STUART; NAGEL, 2014).

Os altos niveis de Hb F nos individuos portadores dos haplétipos SEN e ARB,
tém sido fortemente associados com o SNP rs7482144 C/T (MOHAMMAD et al.,
2022). Localizado no promotor do gene HBGZ2 a 158 pb no sitio de inicio da
transcrigdo, o rs7482144 cria um sitio de restricdo para a enzima Xmnl (Figura 11)
(HABARA et al., 2017). Além de afetar os niveis de HbF, a variante Xmn1-HBG2 tem
sido associada com melhor resposta ao tratamento com HU em pacientes com DF
(ADEKILE et al., 2015). Embora cada haplétipo esteja associado a um nivel médio
distinto de Hb F, é observada ampla variagdo dentro de cada grupo, sugerindo a
influéncia de outros QLT modulando a expressao da gama globina (AKINSHEYE et
al., 2011).

Loci de Caracteristicas Quantitativas (QTL)

Variantes associadas com os niveis de Hb F, situadas em regides intrbnicas do
gene do fator de transcricado hematopoiético BCL11A, foram descobertas pela primeira
vez por meio de estudos com GWAS. Uma das principais variantes relatadas no
BCL11A é o rs1427407 (G/T) que afeta uma sequéncia regulatéria chave para a
expressao do BCL11A (MENZEL et al., 2007; UDA et al., 2008). Esta variante tem
significado funcional e é causal para grande parte da associagao entre os niveis de
Hb F com outros marcadores intimamente ligados na regido, como rs11886868,
rs4671393, rs766432 ou rs7557939 (Figura 11) (MENZEL; THEIN, 2019). Esses SNPs
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estdo localizados no intron 2 do BCL11A, que é uma regido proxima a varios locais
de HS, indicando atividade transcricional ativa (SALES et al., 2022b).

Estudos de associagdo com pacientes com AF em diversas populagdes
mostraram associa¢ao de variantes em BCL11A com os niveis de Hb F, resposta a
HU e severidade clinica da doenga (CHAOUCH et al., 2016; LEONARDO et al., 2016;
LETTRE et al., 2008; UPADHYE et al., 2016) .

Polimorfismos na regido intergénica dos genes HBS1L-MYB (HMIP, do inglés
HBS1L-MYB intergenic polimorphisms) também foram identificados como
modificadores significativos dos niveis de Hb F por estudos GWAS (THEIN et al.,
2007). A regiao HBS1L-MYB ¢é conhecida por conter varios QTLs associados aos
niveis de Hb F e se divide em varios blocos polimoérficos: HMIP-1, HMIP-2 e HMIP-3
(MENZEL; THEIN, 2019; SALES et al., 2022b). Variantes no bloco HMIP-2 mostraram
uma maior relagdo com os niveis de Hb F na AF como: rs4895441, rs66650371,
rs9399137, rs9389268, rs9494145, rs9389269, rs9402686, rs9483788 (MENZEL et
al., 2014) (Figura 11). Dessa forma esses moduladores genéticos explicam uma parte

da variagédo da Hb F na AF, deixando grande parte da variagao inexplicada.

Aliado a isso, 10-25% de pacientes que fazem uso da principal terapia
farmacolégica na AF, a HU, ndo parecem beneficiar da terapia, estimulando a
investigacdo de outros agentes. A determinacado de fatores moleculares que estao
envolvidos direta ou indiretamente no silenciamento da y-globina pode fornecer novas
perspectivas na regulacdo desse mecanismo, ajudando eventualmente no
desenvolvimento terapéutico (HARIHARAN; NADKARNI, 2021). Além do cuidadoso
exame clinico e hematoldgico, extensa analise gendmica e transcriptdmica pode
ajudar a definir moduladores dos niveis de Hb F anteriormente nao caracterizados
(STEINBERG, Martin H., 2020).

2.3.3 Estudos de sequenciamento do RNA (RNAseq) na anemia falciforme

A metodologia de sequenciamento total do transcriptoma (RNAseq) é uma
abordagem que permite uma avaliagdo ampla do perfil transcricional celular,
mostrando os genes diferencialmente expressos e transcritos alternativos de um
mesmo gene que possam estar relacionados a um desfecho especifico. Diversos

estudos com AF, tem empregado o uso do RNAseq para a investigacao de
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mecanismos e vias fisiopatolégicas, como por exemplo perfil transcricional de
individuos com AF durante episédios de CVO e STA (ABDULWAHAB et al., 2021;
C.REARY et al., 2020), o transcriptoma de tecido placentario (BAPTISTA et al., 2020),
o perfil de expressao de células progenitoras endoteliais em pacientes com retinopatia
proliferativa (BERTOZZO et al., 2023) e outros (GEE et al., 2022).

Além disso, o RNAseq também tem sido empregado para investigar
mecanismos relacionados com a modulagao dos niveis de HbF. Roversi e cols., 2013,
avaliaram, pela metodologia de hibridizagc&o subtrativa supressiva, genes associados
com os altos niveis de Hb F em individuos com persisténcia hereditaria da
hemoglobina fetal (PHHF); Flanagan e cols., 2011, avaliaram, por microarranjo, a
expressao diferencial entre individuos AF antes e apds o tratamento com HU;
Petruzzelli e cols., 2010 estudaram em individuos com talassemia beta os genes
diferencialmente expressos entre aqueles que apresentavam niveis mais altos e mais
baixos de Hb F (FLANAGAN et al., 2012; PETRUZZELLI et al., 2010; ROVERSI et al.,
2013).

Nesse contexto, a analise do perfil transcricional de reticulécitos por meio da
metodologia de RNAseq apresenta-se como uma abordagem promissora para
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na regulagado da expressao basal de
HbF em individuos adultos com AF. Ao permitir a identificacdo de genes
diferencialmente expressos e vias regulatérias associadas, essa estratégia pode
contribuir significativamente para a compreensdo das bases biolégicas que
determinam a variabilidade nos niveis de HbF, ampliando o conhecimento sobre a

fisiopatologia da doencga e apontando possiveis alvos terapéuticos.
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RESUMO

Individuos com anemia falciforme (AF) apresentam significativa heterogeneidade
clinica, influenciada por modificadores genéticos. A hemoglobina fetal (HbF) € um fator
protetor bem estabelecido na literatura, associado a um curso clinico mais brando na
AF. Variagdes nos niveis de HbF na idade adulta tém sido atribuidas a co-heranga de
variantes genéticas que afetam os principais reguladores da globina gama. Neste
contexto, este estudo investigou a associagao de polimorfismos nos genes BCL11A
(rs4671393, rs1427407, rs11886868) e HBS1L-MYB (rs9399137) com os niveis de
HbF e complicagdes clinicas em uma coorte de 409 pacientes brasileiros com AF.
Nossos achados revelam que os genodtipos variantes de rs4671393, rs1427407,
rs11886868 e rs9399137 estao significativamente associados a niveis mais elevados
de HbF. Além disso, analises de regressao indicaram que os genotipos ancestrais
desses polimorfismos estdo independentemente associados a um risco aumentado
de acidente vascular cerebral, osteonecrose, ulceras de perna, priapismo e sindrome
toracica aguda. A analise de incidéncia cumulativa confirmou que pacientes
portadores de gendtipos de alto risco apresentam maior incidéncia dessas
complicagbes ao longo do tempo. Um escore de risco genético (GRS), combinando
essas variantes, mostrou-se significativamente associado aos niveis de HbF (p <
0,001), sendo que um GRS mais elevado esteve relacionado a concentracbes mais
baixas de HbF. Adicionalmente, um GRS aumentado foi significativamente associado
a um maior risco de complicagdes clinicas (p < 0,001), indicando que cada alelo de
risco adicional contribui para a gravidade da doencga. Esses resultados sugerem que
a combinacéao de variantes associadas ao risco contribui para niveis reduzidos de HbF
e maior suscetibilidade a complicagdes relacionadas a AF. Este estudo ressalta a
relevancia clinica das variantes genéticas associadas a HbF na modulagdo da
gravidade da doencga, destacando seu potencial para a estratificagdo de risco e o

tratamento personalizado na AF.

Palavras-chave: HMIP; rs11886868; rs1427407; rs4671393; rs9399137; Doenca

falciforme.
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INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) € uma doenga genética caracterizada pela falcizagao
dos eritrécitos, hemolise crénica, oclusdo microvascular e dano progressivo aos
orgaos, levando a alta morbidade e mortalidade (1). A gravidade do fendtipo clinico
varia amplamente entre os individuos e é influenciada por multiplos fatores, sendo a
hemoglobina fetal (HbF) um dos determinantes mais criticos. Niveis elevados de HbF
tém sido consistentemente associados a reducéo da polimerizagdo da hemoglobina,
diminuicdo da hemolise e menores taxas de crises vaso-oclusivas e danos aos 6rgaos
na AF (2,3). Consequentemente, a HbF é considerada um importante fator de
protecdo na doenca, e sua modulagdo continua sendo um alvo terapéutico

fundamental para melhorar os resultados clinicos em hemoglobinopatias (4).

A HbF (a,y,) € um tetramero formado pela expressao dos genes HBG1 e HBG2
(gama-globina) durante o estagio fetal do desenvolvimento humano. Perto do
nascimento, a expressdo dos genes HBG ¢é progressivamente regulada
negativamente, levando a transi¢ao da produgao de HbF para hemoglobinas do adulto
(HbA e HbA2) (5). A repressao da HbF é alcangcada por meio de uma rede complexa
de reguladores transcricionais eritroides especificos, mediados principalmente por
BCL11A, KLF1 e cMYB, entre outros, que interagem para formar um complexo

repressor que silencia a expressao da gama globina (5,6).

Na fase adulta, variacdes nos niveis de HbF entre individuos com AF tem sido
atribuidas a co-heranga de variantes genéticas que afetam os genes dos principais
reguladores da globina gama (7). Varios modificadores genéticos, incluindo
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) e loci de caracteristicas quantitativas
(QTLs), foram identificados como os principais determinantes dos niveis de HbF. Entre
estes, a variante Xmnl/HBG2 (11p15.4) na regido promotora do gene HBG2, bem
como QTLs no gene BCL11A (2p16.1) e na regido intergénica de HBS1L-MYB
(6923.3), foram fortemente associados a niveis elevados de HbF, curso clinico mais
brando e resposta terapéutica na AF (8-11).

Variantes genéticas associadas aos niveis de HbF no gene do fator de
transcricdo hematopoiético BCL11A, foram identificadas pela primeira vez por meio
de estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS) (12,13). Varios SNPs
funcionais, incluindo rs4671393, rs1427407 e rs11886868, estao localizados no intron
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2 do BCL11A, uma regiao enriquecida com sitios hipersensiveis (HS), sugerindo seu
papel na regulagao transcricional (7). Além disso, polimorfismos na regido intergénica
HBS1L-MYB foram reconhecidos como modificadores significativos dos niveis de HbF
por meio de GWAS (14). Esta regido contém multiplos QTLs fortemente associados a
expressao de HbF, com variantes como rs9399137, mostrando uma correlagao
particularmente forte com os niveis de HbF (15,16). Dado o papel fundamental desses
fatores genéticos na modulagao da expressao de HbF e na influéncia da gravidade da
doencga, este estudo teve como objetivo investigar a associagdo das variantes nos
genes BCL11A e HBS1L-MYB com os niveis de HbF e o fenétipo clinico de pacientes

com AF acompanhados em um centro de referéncia no nordeste do Brasil.

METODOS
Pacientes

Este estudo incluiu 409 pacientes adultos ndo relacionados com AF, todos
acompanhados regularmente em um centro de referéncia no nordeste do Brasil. A
mutagédo da hemoglobina S em homozigose foi confirmada por analise de restricao de
um fragmento amplificado por PCR do gene da beta-globina (HBB) usando a enzima
Ddel (PCR-RFLP), bem como por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de
troca catibnica (Variant IITM, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Dados
clinicos e laboratoriais foram obtidos retrospectivamente dos prontuarios médicos dos
pacientes. Parametros laboratoriais basais foram avaliados durante periodos sem
tratamento para pacientes que receberam intervengdes clinicas, como terapia com

hidroxiureia ou transfusdes crénicas de sangue.

O estudo foi aprovado pelo conselho local de ética em pesquisa local (CAAE:
42396621.0.3001.5195). O consentimento informado por escrito foi obtido de todos os
participantes antes do inicio do estudo. Os pacientes foram classificados em
subgrupos com base na presengca de complicagbes clinicas, incluindo acidente
vascular cerebral, osteonecrose, ulceras de perna (UMs), priapismo e sindrome
toracica aguda (STA). A ocorréncia dessas complicagdes foi determinada a partir dos
prontuarios médicos e exames de imagem, quando aplicavel. O grupo de controle
consistiu em pacientes com AF com mais de 18 anos de idade que ndo desenvolveram

nenhuma das cinco principais complicagdes no momento da censura do estudo.



64

Dados moleculares

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo EDTA como
anticoagulante. O DNA foi extraido dos leucécitos usando o método padréo de
extracao de fenol-cloroférmio (17). Quatro polimorfismos de nucleotideo unico foram
selecionados para genotipagem: trés SNPs no gene BCL11A (rs4671393, rs1427407
e rs11886868) e um SNP na regido intergénica HBS1L-MYB (rs9399137). Esses
SNPs foram escolhidos com base na frequéncia de alelo minimo (MAF) em
populagdes africanas (YRI) e caucasianas (CEU). A genotipagem foi realizada usando
PCR em tempo real com sondas TagMan®, seguindo as instru¢gdes do fabricante.
Além disso, os haplétipos do cluster da globina BS foram determinados conforme

descrito anteriormente (18).

Analises estatisticas

As caracteristicas basais dos pacientes foram analisadas usando estatisticas
descritivas. O equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP foi avaliado usando o teste
qui-quadrado. As comparagdes entre variaveis categoricas foram conduzidas usando
o teste exato de Fisher e o teste qui-quadrado, enquanto as variaveis continuas foram
analisadas usando os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis,
seguidos pelo pés-teste de comparagdes multiplas de Dunn, quando necessario. Os

valores de p foram ajustados usando o método de Benjamini-Hochberg.

Para explorar a relagdo entre variantes genéticas e complicagdes clinicas,
analises de regressao logistica univariada foram realizadas para cada SNP, avaliando
seu papel potencial como preditores de complicagbes individuais. A regressao
logistica multivariada foi subsequentemente conduzida para determinar se esses
fatores genéticos permaneceram independentemente associados aos desfechos
clinicos apos o ajuste para potenciais fatores de confusao, incluindo sexo, idade e o
nuamero de crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano. A forga das associagdes foi
expressa como odds ratios (ORs) com intervalos de confianga (ICs) de 95%

correspondentes, com significancia estatistica definida em p < 0,05.

Para avaliar o risco de longo prazo de desenvolvimento das complicagdes,
curvas de incidéncia cumulativa foram construidas usando o método de Kaplan-Meier,

e as diferencas entre as curvas foram comparadas usando o teste de log-rank.
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Modelos de regressao de riscos proporcionais de Cox também foram aplicados para
identificar fatores progndsticos que influenciam o risco de complicagdes ao longo do
tempo, fornecendo razdes de risco (HRs) e ICs de 95% para quantificar o impacto de

cada preditor.

Um escore de risco genético (GRS) foi construido para integrar o efeito
cumulativo de variantes genéticas com as complicagdes da doenca. Este escore foi
calculado somando o numero de alelos de risco presentes nos quatro SNPs avaliados
no estudo. Cada SNP recebeu um escore com base no gendétipo: 2 pontos para alelos
de risco em homozigose, 1 ponto para heterozigotos e 0 pontos para alelos sem risco
em homozigose (alelo associado com altos niveis de HbF). O GRS resultante variou
de 0 a 8, com escores mais altos indicando uma maior carga genética de alelos de
risco. Esta abordagem permitiu uma avaliagdo abrangente da predisposi¢céo genética
ao considerar os efeitos combinados de multiplos loci. A associacédo entre o GRS, os
niveis de HbF e o risco de complicagbes foi avaliada usando modelos de regressao
ajustados para idade e sexo. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando
o SPSS Statistics 19.0 (IBM Corporation, Somers, NY, EUA) e o software R (The
CRAN project, www.r-project.org).

RESULTADOS
Caracterizacao dos pacientes

A coorte incluiu 409 pacientes com AF (idade média de 34 anos, com 215
mulheres (52,6%)), dos quais 261 (63,8%) desenvolveram pelo menos uma das cinco
complicacgdes clinicas estudadas e foram posteriormente designados como pacientes
sintomaticos. No geral, 60 (15%) pacientes desenvolveram acidente vascular cerebral;
66 (16%) desenvolveram osteonecrose; 96 (23%) apresentaram ulceras maleolares;
62 (32%) homens apresentaram priapismo; e 69 (17%) pacientes tiveram sindrome
toracica aguda (STA). Um total de 148 pacientes foram designados para o grupo
controle (para priapismo, 47 homens). Pacientes sintomaticos foram agrupados para
analises descritivas com o grupo controle. Os dados clinicos e laboratoriais basais séo

descritos em detalhes na Tabela 1.

Observamos que pacientes sintomaticos apresentavam uma propor¢cao maior

de episddios de crise vaso-oclusiva (CVO) que exigiram hospitalizagdo (p = 0,005),
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niveis mais baixos de hemoglobina fetal (Hb F) (p < 0,001), contagens reduzidas de
hemacias (p = 0,047) e niveis reduzidos de hemoglobina (p = 0,045), bem como niveis
elevados de lactato desidrogenase (LDH) (p = 0,037), em comparagdo ao grupo

controle.

Todos os pacientes foram genotipados para os polimorfismos BCL711A
rs4671393, BCL11A rs1427407, BCL11A rs11886868 e HBS1L-MYB rs9399137. A
analise de associagao revelou associagdes significativas entre rs4671393 (p = 0,029),
rs1427407 (p = 0,008) e rs9399137 (p = 0,002) com o grupo sintomatico.

Variantes de BCL11A e HBS1L-MYB e niveis de hemoglobina fetal

A associagao entre as variantes genéticas (rs4671393, rs1427407, rs11886868
e rs9399137) e os niveis de HbF foi avaliada usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste post-hoc de Dunn. O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de HbF entre os gendtipos para todas as
quatro variantes (Figura 1). Para o polimorfismo rs4671393, um efeito significativo do
gendtipo nos niveis de HbF foi observado (H(2) = 12,2, p = 0,002). Os valores
medianos de HbF foram 5,9% em individuos GG, 8,0% em GA e 9,25% em AA.
Analises post-hoc mostraram que a comparacdao GA vs. GG foi estatisticamente
significativa (p = 0,005), sugerindo que individuos com o gendétipo GG tém niveis mais

baixos de HbF em comparagéo com portadores heterozigotos (Figura 1A).

Para a variante rs1427407, um efeito genotipico significativo foi observado
(H(2) = 15,95, P < 0,001). Os valores medianos de HbF foram 5,9% para GG, 8,4%
para GT e 8,9% para TT. A analise post-hoc de Dunn indicou que a comparagao GG
vs. GT foi estatisticamente significativa (p < 0,001) (Figura 1B). Para o polimorfismo
rs11886868, também houve diferengas significativas nos niveis de HbF entre os
genotipos (H(2) = 10,299, p = 0,005). Os valores medianos de HbF foram 5,8% em
individuos TT, 7,1% em TC e 9,3% em portadores de CC. O teste post-hoc de Dunn
mostrou uma diferencga significativa entre os gendétipos CC e TT (p = 0,004) (Figura
1C). Finalmente, para a variante rs9399137, uma forte associagao entre os gendtipos
e os niveis de HbF foi observada (H(2) = 31,049, p <0,001). Individuos com o gendtipo
CC apresentaram a maior mediana de HbF (14,8%), seguidos por TC (9,6%) e TT

(6,0%). A analise post-hoc de Dunn revelou que as comparagdes CCvs. TT (p =0,017)
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e TCvs. TT (p < 0,001) foram estatisticamente significativas, sugerindo um forte efeito

do alelo T na reducéao dos niveis de HbF (Figura 1D).

Modelos de regresséo linear revelaram que todos os alelos variantes desses
SNPs estavam associados a niveis aumentados de HbF. Entre as variantes de
BCL11A, 0 rs1427407 exibiu o efeito mais forte (B = 2,233, p < 0,001) e explicou 7,7%
da variancia nos niveis de HbF. A variante HBS1L-MYB rs9399137 demonstrou o
efeito mais substancial (8 = 3,930, p < 0,001), respondendo por 14,9% da variancia,

indicando uma influéncia regulatoria mais forte na expresséao de HbF (Tabela 2).

Variantes de BCL11A e HBS1L-MYB e complicagbes clinicas da AF

Conduzimos uma analise de regressao logistica para avaliar a associagéo entre
os polimorfismos de BCL11A e HBS1L-MYB e o risco de complicagdes clinicas da AF.
Os resultados, tanto nao ajustados quanto ajustados para idade, sexo e CVOs por

ano, sdo apresentados nas tabelas suplementares 1 - 5.

Considerando o AVC, os polimorfismos BCL11A rs4671393, rs1427407 e
HBS1L-MYB rs9399137 mostraram associag¢des significativas. Na comparagédo GG
vs. GA/AA para o0 rs4671393, individuos portadores do genétipo ancestral GG tiveram
um risco significativamente maior de AVC (OR néo ajustado = 1,94, IC de 95%: 1,00—
3,56, p = 0,032). Apds o ajuste para idade, sexo e CVOs por ano, a associagao
permaneceu significativa (OR ajustado = 2,11, IC de 95%: 1,13-3,93, p = 0,019). Para
0 rs1427407, individuos portadores do gendtipo ancestral GG tiveram um risco maior
de AVC em comparagao com outros genétipos (OR ajustado = 1,93, IC de 95%: 1,03—
3,59, p = 0,037). Finalmente, o gendtipo homozigoto ancestral TT do rs9399137 foi
significativamente associado a um risco aumentado de AVC em comparagdo com 0s
gendtipos TC/CC (OR ajustado = 3,63, IC de 95%: 1,58-8,32, p = 0,002).

Considerando a osteonecrose, associagdes significativas também foram
observadas para BCL11A rs4671393, rs1427407 e HBS1L-MYB rs9399137. Para o
rs4671393, individuos portadores do gendtipo ancestral GG apresentaram maior risco
de osteonecrose em comparagao aqueles com gendtipos GA/AA (OR ajustado = 2,05,
IC 95%: 1,08-3,89, p = 0,027). Para o BCL11A rs1427407, individuos com o gendtipo
ancestral GG apresentaram maior risco de osteonecrose em comparacdo aos
gendtipos GT/TT (OR ajustado = 2,16, IC 95%: 1,14—-4,11, p = 0,018). Para o
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rs9399137, individuos portadores do gendtipo ancestral TT apresentaram risco
significativamente maior de osteonecrose em comparagao aos genoétipos TC/CC (OR
ajustado = 2,80, IC de 95%: 1,30-6,03, p = 0,008).

Considerando as Uulceras de perna, associagdes significativas foram
observadas para BCL711A rs4671393, rs1427407, rs11886868 e HBS1L-MYB
rs9399137. Gendtipos homozigotos ancestrais para rs4671393 (GG) (OR ajustado =
2,05, IC de 95%: 1,08-3,89, p = 0,027), rs1427407 (GG) (OR ajustado = 2,50, IC de
95%: 1,37-4,58, p = 0,003), rs11886868 (TT) (OR ajustado = 2,52, IC de 95%: 1,22—
4,13, p = 0,009) e rs9399137 (TT) (OR ajustado = 2,42, IC de 95%: 1,22-4,79, p =
0,011) foram independentemente associados a um risco aumentado de ulceras nas

pernas.

Associagbes significativas foram observadas para BCL711A rs4671393 e
rs1427407 em relagdo ao priapismo. Gendtipos homozigotos ancestrais para o
rs4671393 (GG) (OR ajustado = 2,29, IC de 95%: 1,04-5,07, p = 0,040) e 0 rs1427407
(GG) (OR ajustado = 3,27, IC de 95%: 1,46-7,32, p = 0,004) foram
independentemente associados a um risco aumentado de priapismo. Finalmente, para
a STA, os gendtipos homozigotos ancestrais para BCL11A rs4671393 (GG) (OR
ajustado = 1,94, IC de 95%: 1,07-3,54, p = 0,029) e rs1427407 (GG) (OR ajustado =
2,07, 1C de 95%: 1,13-3,80, p = 0,018) foram independentemente associados ao risco
de SCA. Além disso, o gendtipo variante CC do rs11886868 foi associado a um risco
significativamente menor de STA em modelos ndo ajustados e ajustados (OR ajustado
=0,12, IC de 95%: 0,02-0,54, p = 0,006).

Incidéncia cumulativa de complicagdes clinicas de acordo com os genétipos BCL11A
e HBS1L-MYB

Para investigar mais profundamente as associagbes entre os SNPs
significativos e a incidéncia cumulativa de complicagdes, realizamos analises de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier para cada SNP encontrado como significativamente
associado nos modelos de regressao logistica. Essas analises foram conduzidas
separadamente para cada complicagdao (AVC, osteonecrose, Ulceras de perna,
priapismo e STA), estratificando os pacientes pelos genoétipos de BCL11A e HBS1L-

MYB. As curvas de Kaplan-Meier para cada SNP mostraram diferencas na incidéncia



69

cumulativa de complicagdes, indicando uma relagéo potencial entre os gendtipos e

risco ao longo do tempo (Figuras Suplementares 1 e 2).

ApOs a analise de Kaplan-Meier, realizamos a regressdo de riscos
proporcionais de Cox para quantificar o efeito dos SNPs significativos no risco de
desenvolver cada complicagdo, ajustando para covariaveis relevantes, incluindo
idade, género e CVOs por ano. Os resultados da regressdo de Cox confirmaram as
associacdes observadas na analise de Kaplan-Meier, com varios SNPs mantendo

associagdes significativas com a incidéncia cumulativa de complicagdes (Figura 2).

O BCL11A rs4671393 foi significativamente associado a incidéncia cumulativa
de varias complicagdes. Especificamente, individuos portadores do gendétipo ancestral
GG tiveram um maior risco de AVC (razao de risco (HR) = 1,88, IC de 95%: 1,10—
3,23, p = 0,021), osteonecrose (HR = 1,78, IC de 95%: 1,09-2,91, p = 0,021),
priapismo (HR = 2,07, IC de 95%: 1,23-3,48, p = 0,006) e STA (HR = 1,95, IC de 95%:
1,13-3,39, p = 0,014). Individuos com o gendétipo ancestral GG para o BCL11A
rs1427407 exibiram um risco aumentado de osteonecrose (HR = 2,06, IC de 95%:
1,17-3,71, p = 0,011), priapismo (HR = 2,40, IC de 95%: 1,42—4,07, p = 0,001) e STA
(HR =1,96, IC de 95%: 1,18-3,27, p = 0,009). O gendtipo CC do BCL11A rs11886868
foi associado a um risco cumulativo significativamente menor de STA (HR = 0,15, IC
de 95%: 0,04-0,62, p = 0,008), sugerindo um potencial efeito protetor do gendétipo CC

variante.

Além disso, o HBS1L-MYB rs9399137 (TT vs. TC/CC) foi significativamente
associado a um risco cumulativo aumentado de AVC (HR = 2,69, IC de 95%: 1,16—
6,24, p = 0,021), osteonecrose (HR = 2,11, IC de 95%: 1,12-3,97, p = 0,020) e UMs
(HR =1,89, IC de 95%: 1,11-3,20, p = 0,018).

Escore de risco genético das variantes de BCL11A e HBS1L-MYB

Realizamos uma analise de regressao linear multipla para avaliar a associagao
entre os niveis de HbF e o escore de risco genético (GRS), incluindo idade e género
como covariaveis. O modelo foi estatisticamente significativo (F(3, 371) = 17,14, p<
0,001), explicando aproximadamente 11,5% da varidncia nos niveis de HbF (R?
ajustado = 0,1146). O GRS foi significativamente associado aos niveis de HbF (B = -
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0,99, p< 0,001) indicando que um GRS mais alto estava associado a niveis mais
baixos de HbF (Figura 3A).

Além disso, para avaliar a associagdo entre o GRS e a presenca de
complicagdes clinicas, realizamos uma analise de regresséo logistica, ajustando para
idade e sexo. Os resultados indicaram que um GRS mais alto foi significativamente
associado a uma maior probabilidade de desenvolver complicagdes clinicas (OR =
1,30, IC 95%: 1,15-1,48, p < 0,001), sugerindo que cada alelo de risco adicional
contribui para uma maior probabilidade de apresentar complicagdes relacionadas a
doenga (Figura 3B). Também avaliamos a associagdo entre o GRS e cada
complicacéo clinica considerando idade, sexo e CVOs por ano como covariaveis
(Tabela suplementar 6). O GRS foi significativamente associado a um risco
aumentado de AVC (OR = 1,28, IC de 95%: 1,07-1,55, p = 0,008), osteonecrose (OR
=1,25, IC de 95%: 1,05-1,50, p = 0,013), UMs (OR = 1,35, IC de 95%: 1,14-1,62, p <
0,001), priapismo (OR = 1,30, IC de 95%: 1,02-1,68, p = 0,040) e STA (OR =1,33, IC
de 95%: 1,11-1,62, p = 0,003).

DISCUSSAO

A modulacao genética dos niveis de HbF na AF tem sido amplamente estudada
em varias populagdes, sendo os polimorfismos de BCL11A e HBS1L-MYB os mais
fortemente associados a este fendtipo (10,11,19-24). Neste estudo, investigamos a
associacao de variantes de BCL11A e HBS1L-MYB estabelecidas na literatura com
niveis de HbF e o risco de complica¢gdes graves de AF em uma populagao do Nordeste
do Brasil. Nossas principais descobertas indicam que as variantes rs4671393,
rs1427407, rs11886868 e rs9399137 estdo significativamente associadas com niveis
de HbF, bem como com o risco e incidéncia cumulativa de complicagées da AF. Além
disso, um GRS refletindo o efeito combinado dessas variantes foi significativamente
associado com niveis de HbF e maiores chances de complicagdes como AVC,

osteonecrose, Ulceras de perna, priapismo e STA.

O BCL11A (Linfoma de células B/leucemia 11A) é um fator de transcricéo
fortemente implicado com a inibicdo da expressao do gene HBG dentro do locus da
B-globina. O BCL11A regula os niveis de HbF ligando-se diretamente a regido

promotora dos genes HBG e interagindo com outros reguladores eritroides, levando a
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repressao da expressdo da gama-globina (6,25). O papel crucial do BCL11A na
expressao da HbF foi inicialmente identificado por meio de estudos de GWAS, que
mostraram que polimorfismos em regides introbnicas do gene BCL711A estavam
fortemente associados aos niveis de HbF (12,13). Variantes localizadas dentro de um
intensificador eritroide de 14 kb no intron 2 de BCL711A (incluindo rs1427407,
rs4671393 e rs11886868) tém fortes implicagdes funcionais, pois esta regido abriga
varios elementos reguladores envolvidos na reorganizagdo da cromatina (26).
Polimorfismos que sobrepdem esses elementos funcionais, reduzem a ligagdo de
fatores de transcrigdo, afetando assim a expressdo do BCL11A e a repressao dos

genes da gama-globina, levando ao aumento da produgao de HbF (15,27).

Além do BCL11A, variantes na regido intergénica dos genes HBS1L-MYB
também foram identificadas como modificadores significativos dos niveis de HbF por
meio de estudos de GWAS (14). O gene HBS1L codifica uma proteina com atividade
de ligacdo ao GTP e esta envolvido em uma variedade de processos celulares (28).
O gene MYB codifica o fator de transcricdo c-Myb, que é um regulador chave da
hematopoiese e influencia os niveis de HbF (29,30). Variantes na regido intergénica
HBS1L-MYB reduzem a ligagao de fatores de transcricao eritroides, afetando as
interacdes de longo alcance com MYB e os niveis de expressao de MYB, impactando,

portanto, a expressao da gama globina (16).

Observamos que variantes em BCL11A (rs4671393, rs1427407, rs11886868)
e HBS1L-MYB (rs9399137) foram significativamente associadas aos niveis de HbF.
Individuos portadores de alelos protetores (gendtipos variantes) exibiram niveis mais
altos de HbF, o que pode contribuir para um curso clinico mais brando da doenca.
Especificamente, o rs1427407 foi responsavel por 7,7% da variagao nos niveis de
HbF, e a variante rs9399137 HBS1L-MYB demonstrou o efeito mais substancial,
respondendo por 14,9% da variagao. A forte associacao entre as variantes de BCL11A
e HBS1L-MYB com os niveis de HbF se alinha com estudos anteriores, ao mesmo
tempo em que destaca algumas diferengas. Notavelmente, em pesquisas anteriores,
as variantes com a maior contribuicdo para a variancia de HbF foram as mesmas

variantes analisadas aqui, reforgando seus papéis significativos (9-11,31).

Em nossa coorte, 0 rs9399137 explicou 14,9% da variancia, o que € maior do
que o relatado em outras populagdes, incluindo a brasileira (9,11,23,32,33). Da

mesma forma, embora nossos dados mostrem que o rs4671393 explica 6,5% da



72

variancia da HbF, estudos anteriores relataram valores variando de 10% a 14,1% em
coortes afro-americanas e brasileiras (10,11,31). A variabilidade observada entre os
estudos sugere que a mistura genética desempenha um papel significativo na
regulacdo da HbF em diferentes populagdes. Isso € particularmente relevante para a
populagao brasileira, onde a mistura genética extensa provavelmente contribui para a

heterogeneidade na variancia dos niveis de HbF explicada por esses SNPs.

Neste estudo, pacientes que desenvolveram pelo menos uma complicagcao
clinica apresentaram niveis de HbF mais baixos em comparagcdo com pacientes com
AF sem complicagdes, reforcando o papel protetor da alta HbF nos desfechos clinicos
da AF. Considerando isso, também avaliamos a associagcao das variantes genéticas
de BCL11A e HBS1L-MYB com o risco e a incidéncia cumulativa de complicacdes
clinicas. Pacientes portadores de gendtipos ancestrais para essas variantes exibiram
um risco aumentado de AVC, osteonecrose, priapismo, STA e ulceras de perna. O
risco aumentado observado em individuos com gendétipos homozigotos ancestrais (por
exemplo, rs4671393 GG, rs1427407 GG, rs9399137 TT) sugere que esses pacientes
tém niveis mais baixos de HbF e, consequentemente, um risco maior de
manifestacdes graves da doenca. As analises de regressao de riscos proporcionais
de Cox confirmaram ainda que gendétipos de alto risco estdo independentemente
associados a uma maior incidéncia cumulativa de complicagdes ao longo do tempo.
Notavelmente, o gendtipo TT do rs9399137 contribuiu independentemente para maior
incidéncia cumulativa de AVC, osteonecrose e ulceras de perna. Essa descoberta se
alinha com as associacbes observadas dos niveis de HbF, pois os pacientes
portadores do alelo variante do rs9399137 tinham niveis de HbF significativamente
mais altos, o que provavelmente forneceu protecdo contra a ocorréncia dessas

complicagdes clinicas.

Nossos resultados corroboram com descobertas anteriores de que variantes
que aumentam a HbF afetam a ocorréncia de complicagdes clinicas na AF,
particularmente episddios de CVO e STA (10,11,19-21). Lettre et al. (2008), em um
modelo incorporando cinco SNPs associados a HbF, demonstraram uma associagao
significativa com CVO. No entanto, esses SNPs nao foram identificados como
preditores do risco de STA ou mortalidade (10). Por outro lado, foi descrito que
pacientes homozigotos para os alelos ancestrais de rs9399137 e rs4671393

apresentaram um risco aumentado de STA e um risco maior de infecgao que requer
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internacao hospitalar, respectivamente, em comparagao com aqueles portadores de
pelo menos um alelo variante (11). Em outras observagdes, nenhuma associagao foi
observada entre as variantes genéticas BCL11A e HBS1L-MYB, e o numero de CVOs
e episodios de AVC (33).

Aqui, os SNPs rs4671393, rs1427407, rs11886868 foram significativamente
associados ao risco de STA. Esse achado sugere um efeito cumulativo dessas
variantes na suscetibilidade a STA, possivelmente por meio de seu impacto nos niveis
de HbF. Considerando que niveis mais altos de HbF estdo associados com redugao
da hemolise e da disfungdo endotelial, ambos principais contribuintes para a
patogénese da STA, as associagdes observadas reforcam o papel desses
modificadores genéticos na modulagdo da gravidade dessa complicagao (34,35).
Portanto, a contribuicdo de multiplos SNPs destaca a natureza poligénica da
regulacdo da HbF. Em concordancia, haplétipos formados por SNPs funcionais
demonstraram um efeito aditivo nos niveis de HbF, em individuos portadores tanto do
haplétipo formado por variantes do gene BCL11A quanto da regido intergénica HMIP-
2 exibindo maiores concentragcdes de HbF e menos complicagdes clinicas em

pacientes pediatricos com AF (36).

Para avaliar o efeito combinado das quatro variantes analisadas neste estudo,
geramos um GRS, avaliando o impacto cumulativo desses alelos de risco. Nossos
resultados demonstram que o GRS esta fortemente associado aos niveis de HbF e ao
risco geral de complicagdes clinicas da AF. Um numero crescente de alelos de risco
se correlaciona com niveis mais baixos de HbF e um risco maior de complicagdes,
enfatizando o efeito cumulativo de modificadores genéticos relacionados a HbF na
gravidade da doenga. Essas descobertas se alinham com estudos anteriores que

exploraram o valor preditivo dos modelos de GRS na AF.

O numero cumulativo de alelos que aumentam a HbF (rs7481244, rs1427407
e rs9399137) foi previamente associado a niveis mais elevados de hemoglobina,
marcadores de hemolise reduzidos e frequéncias reduzidas de transfusao e crises de
dor (32). Da mesma forma, Milton et al. (2014) desenvolveram um conjunto de 14
modelos de risco genético incorporando multiplos SNPs em BCL11A, HBS1L-MYB e
o cluster de genes do receptor olfativo, o que explicou mais de 20% da variabilidade
nos niveis de HbF em diferentes coortes (37). Isso ressalta a vantagem dos modelos

multi-SNP sobre a analise de SNP unico para uma previsao de risco mais precisa.
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Além disso, uma abordagem de GRS alternativa, integrando quatro variantes
(rs1427407,rs7482144, rs66650371 e rs6545816) em uma Unica variavel quantitativa,
g(HbF), correlacionou-se com os niveis de HbF e foi associada a um menor numero
de hospitalizagdes e niveis mais altos de hemoglobina em coortes de descoberta e
replicacdo (38). Em populagdes brasileiras com AF, uma pontuagdo de alelos
benéficos (incluindo SNPs em BCL11A e HBS1L-MYB) correlacionou-se com 0s
niveis de HbF e menor numero de complicagdes clinicas (9). Nossas descobertas
reforcam essas observagbes e fornecem novos insights ao demonstrar uma
associagao significativa entre o GRS e multiplas complicagdes clinicas da AF. Isso
sugere que o GRS pode servir como uma ferramenta valiosa para estratificacdo de
risco, potencialmente orientando intervengdes precoces para pacientes com maior

risco de manifestagdes graves da doenga.

Apesar da influéncia dessas variantes genéticas nos niveis de HbF, uma
proporg¢ao significativa da variabilidade de HbF permanece inexplicada pelos modelos
atuais. Essa hereditariedade ausente pode ser atribuida a outras interacbes gene-
gene, modificagdes epigenéticas ou a presenga de multiplas variantes raras com
tamanhos de efeito pequenos (37). No entanto, apesar dessas limitagdes, abordagens
que avaliam o efeito combinado de multiplas variantes, juntamente com outros fatores
modificadores, fornecem uma avaliagdo mais abrangente e informativa das
contribuigdes genéticas para a gravidade da doenga em comparagao com analises de
SNP unico. Ao integrar multiplos loci de risco, esses modelos aumentam a precisao

preditiva e oferecem maior potencial para estratificagao de risco na AF.

Em resumo, nossos resultados fornecem insights valiosos sobre o papel de
polimorfismos em BCL11A e HBS1L-MYB, na influéncia da gravidade da AF,
reforgando sua significancia clinica além da regulagédo da HbF. Ao demonstrar fortes
associagdes entre essas variantes e as principais complicagcbdes da AF, incluindo AVC,
osteonecrose, ulceras de perna, priapismo e STA, em uma coorte bem caracterizada,
nosso estudo destaca sua contribuigcdo sinérgica para as principais causas de
morbidade e mortalidade da doencga, possivelmente por meio da modulagao da HbF.
Essas descobertas apoiam a utilidade dos marcadores genéticos na estratificacdo do
risco de doencgas. Estudos adicionais integrando fatores genéticos, ambientais e
terapéuticos sao essenciais para aprofundar nossa compreensao da heterogeneidade

da AF e da regulagéo genética da HbF.
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Tabela 1: Caracteristicas basais dos pacientes com AF de acordo com o estado da doenga.

Caracteristicas dos TOd.OS 0s _Paciept_es Pacientes -
. pacientes sintomaticos Controle p-value
pacientes (n = 409) (n = 291) (n = 148)
N. % N. % N. %
Sexo
Feminino 215 526 114 437 101 682  <0,001*
Masculino 194 474 147 56,3 47 318
Idade (anos). mediana 34 (15) 4 (13) 34 (16) 0,657
CVOs/por ano
<3 193 475 107 415 86  58.1 0,005~
3-6 153 37,7 107 415 46 311
>6 60 14.8 44 171 16 108
HbF (%) 6,7 (6,8) 5,8 (5,6) 8,9 (9,3) <0,001*
RBC (x 1012 /uL) 2,53 (0,58) 2,51 (0,58) 2,59 (0,58) 0,047+
Hb (g/dL) 7.8 (1,4) 7.7 (1,4) 8,0 (1,4) 0,045*
Hematocrito (%) 23,4 (4,6) 23,1 (4,4) 24.1 (4.1) 0,103
Reticulécito (%) 10 (7,0) 10,2 (7,2) 9,3(7,2) 0,359
Leucdcitos (x 109/L) 12.1(5.1) 12,5 (5,4) 11,2 (5,0) 0,167
Plaquetas (x 109/L) 425 (170) 422 (175) 422 (172) 0,715
TB (mg/dL) 2.8(2.2) 3 0(2,3) 2,6 (2,0) 0,087
IB (mg/dL) 2.1(2.1) 2(2.2) 2.0 (1.9) 0,067
LDH (U/L) 807 (601) 876 (737) 713 (455) 0,037*
Haplétipo BS
CAR/CAR 222 574 142 57,0 80 58,0 0,915
N&o-CAR/CAR 165 42,6 107 430 58 42,0
BCL11A rs4671393
GG 207 50,6 145 556 62 419
GA 182 445 105 402 77 550 0,029*
AA 20 4.9 11 4.2 09 6.1
BCL11A rs1427407
GG 215 52,6 152 58,2 63 42,6
GT 175 42,8 97 372 78 527 0,008*
TT 19 4.6 12 4.6 07 47
BCL11A rs11886868
TT 147 359 103 395 44 297
TC 206 50,4 128 490 78 527 0,071
CcC 56 13.7 30 1,5 26 17.6
HBS1L-MYB rs9399137
TT 304 743 209 80,1 95 64,2
TC 93 227 47 180 46  31.1 0,002*
CC 12 2.9 05 1.9 07 47

CVO, crise vaso-oclusiva; RBC, glébulos vermelhos; Hb, hemoglobina; Hb F, hemoglobina
fetal; WBC, globulos brancos; IB, bilirrubina indireta; LDH, lactato desidrogenase; CAR,
Republica Centro-Africana. Os parametros laboratoriais sdo descritos como mediana

(intervalo interquartil (11Q)).

* Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).
**Testes exatos de Fisher ou qui-quadrado para variaveis categoricas. Testes de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis para variaveis continuas
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Tabela 2: Analise de regresséao linear dos polimorfismos de BCL11A e HBS1L-MYB com niveis de HbF
de acordo com modelo alélico aditivo.

Alelo minimo Tamanho R (Variancia
SNP (alelo MAF  do efeito  valorp Explicada (%))
High-HbF) (B) P °
BCL11A
rs4671393 UM 0,27 1.937 <0,001 6,5%
rs1427407 E 0,26 2.233 <0,001 7,7%
rs11886868 C 0,39 1.444 <0,001 5,4%
HBS1L-MYB
rs9399137 C 0,14 3.930 <0,001 14,9%

O tamanho do efeito (B) representa o aumento estimado de HbF por alelo minimo. Os
valores de R? indicam a porcentagem de varidncia em HbF explicada por cada SNP.
MAF — frequéncia do alelo minimo; SNP — polimorfismo de nucleotideo unico.
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Figura 1: Associacao entre os niveis de hemoglobina fetal (Hb F) e variantes genéticas em BCL11A e
HBS1L-MYB. Os diagramas de caixa representam os niveis de Hb F (%) em pacientes com anemia
falciforme (AF) estratificados por gendtipo para os quatro polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs):
(A) BCL11A rs4671393, (B) BCL11A rs1427407, (C) BCL11A rs11886868 e (D) HBS1L-MYB
rs9399137. A significancia estatistica foi avaliada usando o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de comparagdes multiplas de Dunn. Os niveis de significancia s&o indicados da seguinte forma: *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001; ns = ndo significativo.
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Figura 2: Forest plots da andlise de regressao proporcional de Cox para preditores genéticos e clinicos
de complicacbes da anemia falciforme (AF). As analises foram realizadas para acidente vascular
cerebral, priapismo, necrose avascular, sindrome toracica aguda e Ulceras de perna. As variantes
genéticas avaliadas incluem BCL11A rs4671393, BCL11A rs1427407, BCL11A rs11886868 e HBS1L-
MYB rs9399137. Covariaveis clinicas como género (masculino vs. feminino), idade (variavel continua)
e frequéncia de crises vaso-oclusivas (CVOs por ano: >5 vs. 0-5) foram incluidas nos modelos de
regressdo. Razdes de risco (HRs) maiores que 1 indicam risco aumentado, enquanto HRs abaixo de 1
indicam efeito protetor para a primeira categoria listada.

p-value

00062

0.2416

0.0659

0.0011

02671

0.0469

p-value
0.0012
0.0104
00134

0.0088

0.0014
0.0082
0.0101

0.0089

00063
0.0658
01485

0.0077

00019
0.0388
0.009

00086



83

>
W

(]

c ®

o

8 ° = H
g ° 8 g ’ )
= o s . = 075
[} e o ° o 8
< 20 ° e €
5 H ® e 8 g
L]

- ° ® tH i — A ‘
£ . 8 . o PO
= ° ° H ® ° 2 e
] ® H £ 050 3
=) ° ° e i = . H
<) : ! i © ] H
£ H L] l S . °
@ 10 . [
T ° ] ° o
© ° o
- (1]
> 8 025

-]

@

bl

o

P =3.96e-10 ,
. P =2.96e-05

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Genetic Risk Score Genetic Risk Score

Figura 3: Associacdo do Escore de Risco Genético (GRS) com os niveis de hemoglobina fetal e
complicagdes clinicas em pacientes com anemia falciforme (AF). (A) Diagrama de dispersdo mostrando
a associacgao entre o GRS e os niveis de hemoglobina fetal (HbF) (%) em pacientes com AF. Cada
ponto representa um individuo, e a linha vermelha indica o ajuste de regressao linear com o intervalo
de confianca de 95% (area sombreada). (B) Diagrama de dispersédo mostrando a associagéo entre o
GRS e a probabilidade de desenvolvimento de complicagdes clinicas em pacientes com AF. A linha
vermelha representa o ajuste de regressdo logistica com um intervalo de confianga de 95% (area
sombreada).
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Tabela suplementar 1: Regresséao logistica binaria univariada e multivariada para desenvolvimento de acidente vascular cerebral com base nas variantes

genéticas de BCL11A e HBS1L-MYB.

p-value

Gene Combaracio Genotinos AVC + AVC - OR (IC 95%) N3io OR (IC 95%) p-value
SNP parag P N (%) N (%) Nao ajustado . o0 Ajustado Ajustado
GG vs GAAA GG 35(58,3) 62 (41,9) 1,00
GA/AA 25(41,7) 86 (58,1) 1,94 (1,0-3,56) 0,032  2,11(1,13-3,93)  0,019*
BCL11A AAvs GAIGG  GA/GG 57 (95,0) 139 (93,9) 1,00
rs4671393 AA 03 (5,0) 09 (6.1) 0,81 (0,21-3,11) 0,762 0,78 (0,20-3,04) 0,724
GAvs GG/AA  GG/AA 38(63,3)  71(48,0) 1,00
GA 22(36,7) 77(52,0) 0,53 (0,28-0,98) 0,046* 0,49 (0,26-0,93) 0,029
GGvs GTTT GG 34 (56,7) 63 (42,6) 1,00
GT/TT 26 (43,3) 85(57,4) 1,76 (0,96-3,23) 0,066  1,93(1,03-3,59)  0,037*
BCL11A TTvs GGGT  GGGT 57 (95,0) 141 (95,3) 1,00
rs1427407 TT 03 (5,0) 07 (4,7) 1,06 (0,26-4,24) 0,934  0,90(0,21-3,74) 0,886
GTvs GG/TT  GG/TT 37 (61,7) 70 (47,3) 1,00
GT 23(38,3)  78(52,7) 0,55 (0,30-1,02) 0,062  0,52(0,28-0,98)  0,044*
TTvs TC/ICC 1T 22 (36,7) 44 (29,7) 1,00
TCICC 38(63,3) 104 (70,3) 1,36 (0,72-2,57) 0,331 1,44 (0,75-2,75) 0,263
BCL11A CCvs TC/TT  TT/TC 53(88,3) 122 (82,4) 1,00
rs11886868 cC 07 (11,7) 28 (17,6) 0,62 (0,25-1,51) 0,295 0,56 (0,22-1,40) 0,220
TCvs TT/ICC  TT/CC 29 (48,3) 70 (47,3) 1,00
TC 31(51,7)  78(52,7) 0,95 (0,52-1,74) 0,892 0,96 (0,52-1,77) 0,899
TTvs TC/ICC 1T 52 (86,7) 95 (64,2) 1,00
TC/CC 08 (13.3)  53(358) 3,62 (1,60-8,20) 0,002  3,63(1,58-8,32) 0,002
HBS1L-MYB  CCvs TC/TT  TT/TC 60 (100) 141 (95,3) 1,00
rs9399137 cC 0 (0) 07 (4,7) 2,25 (1,04-4,57) 0,03* - -
TCvs TT/ICC  TT/CC 52(86,7) 102 (68,9) 1,00
TC 08 (13.3) 46 (31.1) 0,34 (0,15-0,77) 0,010  0,35(0,15-0,81)  0,014*

Os ajustes no modelo multivariado incluem idade, sexo e crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano como covariaveis. Os resultados sao relatados
como odds ratios (OR) com intervalos de confianga (IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR >1 indica risco aumentado, enquanto
OR <1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada. Associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) sdo destacadas.




85

Tabela suplementar 2: Regressao logistica binaria univariada e multivariada para desenvolvimento de necrose asséptica de cabeca de fémur/osteonecrose

(NACF) com base nas variantes genéticas de BCL11A e HBS1L-MYB.

p-value

Gene Comparacio  Gengtipos  NACF * NACF - OR (IC 95%) Nzo OR(IC95%)  p-value
SNP parag P N (%) N (%) Nao ajustado . o0 Ajustado Ajustado
GGvs GAAA GG 36 (54,5) 62 (41,9) 1,00
GA/AA 30 (45,5) 86 (58,1) 1,66 (0,92-2,98) 0,087  2,05(1,08-3,89)  0,027*
BCL11A AAvs GAIGG  GA/GG 61(92,4) 139 (93,9) 1,00
rs4671393 AA 05 (7,6) 09 (6.1) 1,26 (0,40-3,93) 0,684 1,03 (0,29-3,54) 0,963
GAvs GG/AA  GG/AA 41(62,1)  71(48,0) 1,00
GA 25(37,9)  77(520) 0,56 (0,31-1,01) 0,057  0,48(0,25-0,91)  0,026*
GGvsGTTT GG 37 (56,1) 63 (42,6) 1,00
GT/TT 29 (43,9)  85(57,4)  1,72(0,95-3,09) 0,069  2.16 (1.14-4.11)  0,018*
BCL11A TTvs GGGT  GGGT 61(92,4)  141(95,3) 1,00
rs1427407 T 05 (7,6) 07 (4,7) 1,65 (0,50-5,40) 0407  0,98(0,26-3,64) 0,978
GTvs GG/TT  GG/TT 42 (63,6) 70 (47,3) 1,00
GT 24 (364)  78(527)  0,51(0,28-0,93) 0,028 0,46 (0,24-0,88)  0,019*
TTvs TC/ICC  TT 23 (34,8) 44 (29,7) 1,00
TC/ICC 43(652) 104 (70,3) 1,26 (0,68-2,34) 0,456 1,40 (0,72-2,74) 0,318
BCL11A CCvs TC/TT  TT/TC 54 (81,8) 122 (82,4) 1,00
rs11886868 cC 12 (18,2)  26(17,6) 1,04 (0,49-2,21) 0,914  0,85(0,38-1,91) 0,704
TCvs TT/ICC  TT/CC 35(53,0) 70 (47,3) 1,00
TC 31(47,0)  78(527) 0,79 (0,44-1,42) 0439  0,82(0,43-1,53) 0,532
TTvs TC/ICC  TT 54 (81,8) 95 (64,2) 1,00
TC/ICC 12 (18,2)  53(358) 2,51 (1,23-5,10) 0,011* 2,80 (1,30-6,03) 0,008
HBS1L-MYB  CCvsTC/TT  TT/TC 64 (97,0)  141(95,3) 1,00
rs9399137 cC 02 (3,0) 07 (4,7) 0,62 (0,12-3,11) 0,570 0,96 (0,06-2,30) 0,302
TCvs TT/ICC  TT/CC 56 (84,8) 102 (68,9) 1,00
TC 10 (15,2)  46(31.1) 0,39 (0,18-0,84) 0,017  0,39(0,17-0,87)  0,022*

Os ajustes no modelo multivariado incluem idade, sexo e crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano como covariaveis. Os resultados sao relatados
como odds ratios (OR) com intervalos de confianga (IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR >1 indica risco aumentado, enquanto
OR <1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada. Associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) sdo destacadas.




86

Tabela suplementar 3: Regresséo logistica binaria univariada e multivariada para desenvolvimento de ulcera maleolar (UM) com base nas variantes genéticas
BCL11A e HBS1L-MYB.

p-value

Gene Comparacio  Genstipos UM * UM - OR (IC 95%) Nzo OR(IC95%)  p-value
SNP parag P N (%) N (%) Nao ajustado . o0 Ajustado Ajustado
GGvs GAAA GG 48(50,0) 62 (41,9) 1,00
GA/AA 48(50,0)  86(58,1) 1,66 (0,92-2,98) 0,087  2,05(1,08-3,89)  0,027*
BCL11A AAvs GAIGG  GA/GG 90 (93,8) 139 (93,9) 1,00
rs4671393 AA 06 (6.3) 09 (6.1) 1,03 (0,35-2,99) 0,957  0,90(0,26-3,07) 0,869
GAvs GG/AA  GG/AA 54 (56,3) 71 (48,0) 1,00
GA 42(43,8)  77(52,0) 0,71 (0,42-1,20) 0,207 0,50 (0,28-0,91)  0,024*
GGvsGTTT GG 52 (54,2) 63 (42,6) 1,00
GT/TT 44 (458)  85(57,4) 1,59 (0,95-2,67) 0,077 2,50 (1,37-4,58)  0,003*
BCL11A TTvs GGGT  GGGT 91(94,8)  141(95,3) 1,00
rs1427407 T 05 (5.2) 07 (4,7) 1,10 (0,34-3,59) 0,866 0,56 (0,14-2,20) 0,409
GTvs GG/TT  GG/TT 57 (59,4) 70 (47,3) 1,00
GT 39(40,6) 78(527)  0,61(0,36-1,03) 0,066  0,45(0,24-0,81)  0,008*
TTvs TC/ICC  TT 41(42,7) 44 (29,7) 1,00
TC/ICC 55(57,3) 104 (70,3) 1,76 (1,03-3,01) 0,038 2,52 (1,22-4,13) 0,009
BCL11A CCvs TC/TT  TT/TC 82(854) 122 (82,4) 1,00
rs11886868 cC 14 (14,6) 26 (17,6) 0,80 (0,39-1,62) 0,539 0,53 (0,24-1,20) 0,131
TCvs TT/ICC  TT/CC 55(57,3) 70 (47,3) 1,00
TC 41(42,7)  78(52,7) 0,66 (0,39-1,12) 0,128 0,66 (0,37-1,18) 0,166
TTvs TC/ICC  TT 77 (80,2) 95 (64,2) 1,00
TC/ICC 19(19,8)  53(358) 2,26 (1,23-4,13) 0,008 242 (1,22-479)  0,011*
HBS1L-MYB  CCvsTC/TT  TT/TC 94 (97,9)  141(95,3) 1,00
rs9399137 cC 02 (2.1) 07 (4,7) 0,42 (0,08-2,10) 0,297 0,26 (0,04-1,59) 0,145
TCvs TT/CC  TT/CC 79(82,3) 102 (68,9) 1,00
TC 17 (17,7) 46 (31.1) 0,47 (0,25-0,89) 0,021*  0,48(0,23-0,97)  0,042*

Os ajustes no modelo multivariado incluem idade, sexo e crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano como covariaveis. Os resultados sao relatados
como odds ratios (OR) com intervalos de confianga (IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR >1 indica risco aumentado, enquanto
OR <1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada. Associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) sdo destacadas.
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Tabela suplementar 4: Regressao logistica binaria univariada e multivariada para desenvolvimento de priapismo com base nas variantes genéticas BCL11A

e HBS1L-MYB.
I _— o p-value o
Gene Comparagio Genétipos Priapismo+  Priapismo - QR (I_C 95%) Nio OR'(IC 95%) p'-value
SNP N (%) N (%) Nao ajustado ajustado Ajustado Ajustado
GG vs GA/AA GG 34 (54,8) 17 (36,2) 1,00
GA/AA 28 (45,2) 30 (63,8) 2,14 (0,98-4,66) 0,055 2,29 (1,04-5,07) 0,040*
BCL11A AAvs GA/IGG GA/GG 61 (98,4) 46 (97,9) 1,00
rs4671393 AA 01 (1.6) 01(2.1) 0,75 (0,04-12,37) 0,843 0,69 (0,04-11,5) 0,801
GAvs GG/AA  GG/AA 35 (56,5) 18 (38,3) 1,00
GA 27 (43,5) 29 (61,7) 0,47 (0,22-1,03) 0,06 0,45 (0,20-0,99) 0,047*
GGvs GT/TT GG 38 (61,3) 16 (34,0) 1,00
GT/TT 24 (38,7) 1 (66,0) 3,06 (1,39-6,76) 0,005* 3,27 (1,46-7,32) 0,004*
BCL11A TT vs GGGT GGGT 61 (98,4) 46 (97,9) 1,00
rs1427407 TT 01 (1.6) 01(2.1) 0,75 (0,04-12,37) 0,843 0,52 (0,03-9,41) 0,664
GTvs GG/TT GG/TT 39 (62,9) 17 (36,2) 1,00
GT 23 (37,1) 30 (63,8) 0,33 (0,15-0,73) 0,006* 0,32 (0,14-0,72) 0,006*
TTvs TC/ICC TT 24 (38,7) 12 (25,5) 1,00
TC/CC 38 (61,3) 35 (74,5) 1,84 (0,80-4,23) 0,150 1,89 (0,81-4,36) 0,136
BCL11A CCvs TC/TT TT/TC 54 (87,1) 38 (80,9) 1,00
rs11886868 CcC 08 (12.9) 09 (19.1) 0,62 (0,22-1,76) 0,376 0,56 (0,19-1,62) 0,287
TCvs TT/CC TT/CC 32 (51,6) 21 (44,7) 1,00
TC 30 (48,4) 26 (55,3) 0,75 (0,35-1,62) 0,474 0,77 (0,36-1,67) 0,517
TTvs TC/ICC TT 45 (72,6) 37 (78,7) 1,00
TC/CC 17 (27,4) 10 (21,3) 0,71 (0,29-1,74) 0,463 0,76 (0,30-1,90) 0,567
HBS1L-MYB  CCvs TC/TT TT/TC 61 (98,4) 45 (95,7) 1,00
rs9399137 CcC 01 (1.6) 02 (4.3) 0,36 (0,03-4,19) 0,421 0,22 (0,01-2,91) 0,255
TCvs TT/CC TT/CC 46 (74,2) 39 (83,0) 1,00
TC 16 (25,8) 08 (17,0) 1,69 (0,65-4,38) 0,276 1,64 (0,63-4,28) 0,304

Os ajustes no modelo multivariado incluem idade, sexo e crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano como covariaveis. Os resultados sao relatados
como odds ratios (OR) com intervalos de confianga (IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR >1 indica risco aumentado, enquanto
OR <1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada. Associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) sdo destacadas.
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Tabela suplementar 5: Regressao logistica binaria univariada e multivariada para o desenvolvimento da sindrome toracica aguda (STA) com base nas
variantes genéticas BCL11A e HBS1L-MYB.

p-value

Gene Comparacio  Gendtios  STA* STA - OR (IC 95%) Nzo OR(IC95%)  p-value
SNP parag P N (%) N (%) Nao ajustado . o0 Ajustado Ajustado
GGvs GAAA GG 38 (55,1) 62 (41,9) 1,00
GA/AA 31(44,9)  86(58,1) 1,70 (0,95-3,02) 0,071 1,94 (1,07-3,54) 0,029
BCL11A AAvs GAIGG  GA/GG 68(98,6) 139 (93,9) 1,00
rs4671393 AA 01 (1.4) 09 (6.1) 0,22 (0,02-1,82) 0,164 0,24 (0,03-2,02) 0,193
GAvs GG/AA  GG/AA 39 (56,5) 71 (48,0) 1,00
GA 30 (43,5)  77(52,0) 0,70 (0,39-1,26) 0,242  0,61(0,33-1,11) 0,108
GGvsGTTT GG 39 (56,5) 63 (42,6) 1,00
GT/TT 30 (43,5)  85(57,4)  1,75(0,98-3,12) 0,056 2,07 (1,13-3,80)  0,018*
BCL11A TTvs GGGT  GGGT 66 (95,7)  141(95,3) 1,00
rs1427407 T 03 (4.3) 07 (4,7) 0,91 (0,22-3,65) 0,901 0,94 (0,22-3,91) 0,939
GTvs GG/TT  GG/TT 42(60,9) 70 (47,3) 1,00
GT 27(39,1)  78(527)  0,33(0,15-0,73) 0,064  0,48(0,26-0,89)  0,020*
TTvs TC/ICC  TT 23(33,3) 44 (29,7) 1,00
TC/ICC 46 (66,7) 104 (70,3) 1,18 (0,64-2,18) 0,593 1,26 (0,67-2,36) 0,463
BCL11A CCvs TC/TT  TT/TC 67 (97,1) 122 (82,4) 1,00
rs11886868 cC 02 (2.9) 26 (17,6) 0,14 (0,03-0,60) 0,009 0,12 (0,02-0,54)  0,006*
TCvs TT/ICC  TT/CC 25(36,2) 70 (47,3) 1,00
TC 44 (63,8)  78(52,7) 1,57 (0,87-2,84) 0,127 1,56 (0,86-2,83) 0,143
TTvs TC/ICC  TT 53 (76,8) 95 (64,2) 1,00
TC/ICC 16 (23,2)  53(358) 1,84 (0,96-3,54) 0,065 1,77 (0,90-3,49) 0,094
HBS1L-MYB  CCvsTC/TT  TT/TC 68(98,6)  141(95,3) 1,00
rs9399137 cC 01 (1.4) 07 (4,7) 0,29 (0,03-2,45) 0,260 0,26 (0,03-2,32) 0,232
TCvs TT/CC  TT/CC 54 (78,3) 102 (68,9) 1,00
TC 15(21,7)  46(31.1) 0,61 (0,31-1,20) 0,156  0,65(0,33-1,30) 0,233

Os ajustes no modelo multivariado incluem idade, sexo e crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano como covariaveis. Os resultados sao relatados
como odds ratios (OR) com intervalos de confianga (IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR >1 indica risco aumentado, enquanto
OR <1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada. Associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) sdo destacadas.
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Tabela suplementar 6: Associacao do Escore de Risco Genético (GRS) com complicagdes clinicas da
AF. Andlises de regressao logistica avaliando a associagao entre o GRS e varias complicagées clinicas
da AF. As variaveis preditoras incluem GRS, idade (variavel continua), género (masculino vs. feminino),
e episddios de crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano, categorizados como >5 vs. 0-5 eventos.

Complicagao

- Variavel OR (IC 95%) p-value
clinica
GRS 1,28 (1,07-1,55) 0,008*
AVC Idade 1,03 (0,99-1,06) 0,087
Género (M vs F) 1,76 (0,92-3,41) 0,089
CVOs (>5 vs 0-5) 0,79 (0,24-2,23) 0,677
GRS 1,25 (1,05-1,50) 0,013*
Osteonecrose Idade 1,07 (1,04-1,10) <0,001*
Género (M vs F) 2,64 (1,39-5,13) 0,003*
VOCs (>5 vs 0-5) 2,54 (1,09-5,92) 0,030*
GRS 1,35 (1,14-1,62) <0,001*
Ulceras de perna Idade 1,08 (1,05-1,12) <0,001*
Género (M vs F) 3,71 (2,05-6,90) <0,001*
CVOs (>5 vs 0-5) 2,03 (0,91-4,61) 0,086
GRS 1,30 (1,02-1,68) 0,040*
Priapismo Idade 1,03 (0,99-1,07) 0,186
CVOs (>5 vs 0-5) 1,81 (0,59-6,22) 0,314
GRS 1,33 (1,11-1,62) 0,003*
Sindrome Toracica |dade 1,02 (0,99-1 ,05) 0,160
Aguda Género (M vs F) 2,09 (1,13-3,92) 0,020*
CVOs (>5 vs 0-5) 3,36 (1,55-7,47) 0,002*

Os resultados séo reportados como razées de chances (OR) com intervalos de confianga
(IC) de 95% e valores de p correspondentes, onde OR > 1 indica risco aumentado, enquanto
OR < 1 sugere um efeito protetor para a primeira categoria listada.




1.004

0.754

0.50

0.254

0.004

p=0025

BCL11Ars4671393

Cumulative Incidence of Stroke (%) x>

Number at risk

GA/AA 111
GG 94

(@]

064 p=0.049

0.4

0.24

Cumulative Incidence of AVN (%)

100

75

20 30 40 50

Time to Stroke Development (years)

92 51 24 9
86 33 14 4
BCL11Ars4671393

= ==

60

Number at risk

GAIAA 116
GG 97

m

0.4 4

0.2

Cumulative Incidence of AVN (%)

0.04

10

15
96

069 p=0.0086

20 30 40 50

Time to AVN Development (years)

107 55 26 9
84 M 14 2

HBS1L-MYB rs9399137

60

Number at risk

TC/ICC 85
TT 148

10

20 30 40 50
Time to AVN Development (years)

60 35 14 6
131 61 26 5

60

1

B
HBS1L-MYB rs9399137
z
]
=
o
& 075 +
; p=0.001 1
£ 050 2O
E 1--H-+ et e
© 025 - ——
2 -
T o
E ’
E 000
o 0 10 20 30 40 50 60

Time to Stroke Development (years)
Number at risk

TC/CC 61 57 55 34 13 6 1
TT 144 18 103 50 25 7 0
D
BCL11A rs1427407
9
<
< 0.64
‘s
[
[+]
§ 044
T
Q
i
< 02
=
E
£ 0o
0 10 20 30 40 50 60

Time to AVN Development (years)
Number at risk

GTTT 114 13 106 55 25 9 1
GG 99 98 85 41 15 2 a

F HBS1L-MYB rs9399137

9

3 075

k]

@ p=0.0016

2

5 050

he]

o

£

2 025

T

F]

E

3 0.00

0 10 20 30 40 50 60
Time to LU Development (years)
Number at risk
TC/ICC 71 Al 61 38 16 7 1

TT 170 168 133 55 22 6 0

90

Figura suplementar 1: Curvas de incidéncia cumulativa de Kaplan-Meier para complica¢des clinicas
em pacientes com AF estratificados por variantes genéticas de BCL11A e HBS1L-MYB. (A) Associacao
de BCL11A rs4671393 com incidéncia de AVC. (B) Associacdo de HBS1L-MYB rs9399137 com
incidéncia de AVC. (C) Associacdo de BCL71A rs4671393 com incidéncia de osteonecrose. (D)
Associacao de BCL11A rs1427407 com incidéncia de osteonecrose. (E) Associacdo de HBS1L-MYB
rs9399137 com incidéncia de osteonecrose. (F) Associacao de HBS1L-MYB rs9399137 com incidéncia
de Ulcera de perna. As areas sombreadas representam intervalos de confianga de 95%, e os valores
de p indicam a significancia estatistica das diferengas entre os grupos de gendétipos.
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Figura suplementar 2: Curvas de incidéncia cumulativa de Kaplan-Meier para complicagdes clinicas
em pacientes com AF estratificados por variantes genéticas BCL11A e HBS1L-MYB. (A) Associagao
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BCL11A rs11886868 com incidéncia de STA. (F) Associacdo de HBS1L-MYB rs9399137 com
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p indicam a significancia estatistica das diferengas entre os grupos de gendtipos.
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RESUMO

Individuos com anemia falciforme (AF) apresentam uma heterogeneidade clinica
significativa atribuida a varios fatores, incluindo modificadores genéticos. Niveis de
hemoglobina fetal (Hb F) estdo associados a um curso clinico mais brando na AF.
Dada a importancia da Hb F na fisiopatologia da AF, numerosos estudos focaram em
descrever como a Hb F melhora o fendtipo clinico e em identificar moduladores
previamente ndo caracterizados da globina gama. Neste estudo, realizamos um
experimento de sequenciamento de RNA para analisar o transcriptoma de reticulocitos
de pacientes com AF com niveis altos e baixos de Hb F. Selecionamos 8 individuos
com AF, sendo 4 com niveis altos de Hb F basal (mediana: 20,5%, intervalo: 19,6% -
22,4%) e 4 com niveis baixos de Hb F basal (mediana: 4,1%, intervalo: 0,8% - 5,4%).
Identificamos 89 genes diferencialmente expressos (DEGs) e 168 transcritos
diferencialmente expressos entre as condi¢cdes. A anotacao funcional revelou que
niveis altos de Hb F estdo associados a expressao de genes e transcritos relacionados
a multiplos processos, incluindo resposta imune, inflamagdo, organizagdao do
citoesqueleto, equilibrio de oxidacdo e reducdo, apoptose, transducdo de sinal
intracelular e expressao de RNA. Em resumo, o perfil de expressao de pacientes com
niveis altos de Hb F sugere melhor reologia celular, estabilizagdo do citoesqueleto,
reducao da geragao de espécies reativas de oxigénio e inflamacao. Além disso, a via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina pode estar ativa em pacientes com altos niveis de Hb
F, contribuindo para parametros aprimorados de reologia celular. Por fim, o transcrito
KDM1A, um regulador epigenético previamente descrito da hematopoiese, foi
regulado negativamente em altos niveis de Hb F, confirmando seu papel na regulacéo

da globina gama.

Palavras-chave: Gama globina; KDM1A; RNA-seq; Doenga Falciforme.
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INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) € uma doenga monogénica associada a produgao
de uma hemoglobina anormal (Hb S), que polimeriza e induz a falcizagdo dos
eritrocitos em condigdes de hipdxia, resultando em hemdlise crbnica, ocluséo
microvascular e danos crbénicos aos o6rgaos (1,2). As complicagbes clinicas
subsequentes estdo associadas a alta morbidade e mortalidade, embora sua
ocorréncia e gravidade variem amplamente entre os pacientes com AF (3). Ao longo
dos anos, inumeros modificadores genéticos foram envolvidos na diversidade
fenotipica da AF (4,5). Notavelmente, niveis elevados de hemoglobina fetal (Hb F) tém
sido associados ha muito tempo a um curso clinico mais brando na AF e em outras

hemoglobinopatias (6,7).

A Hb F (a2y2) é um tetramero formado pela expressédo dos genes HBG (genes
de gama globina, HBG1 e HBG2) dentro do cluster HBB (gene da beta-globina). Niveis
elevados de Hb F tém um impacto fisiolégico significativo, principalmente por reduzir
a concentragdo intraeritrocitaria de Hb S e sua polimerizagédo (8). Tetrdmeros
formados com subunidades de gama globina ndo copolimerizam com a Hb S,
prevenindo assim a polimerizagdo. Isso permite que os eritrécitos escapem da
microcirculagdo para vasos maiores antes de ocorrer a falcizagdo (9,10). Sendo
assim, na AF, niveis mais altos de Hb F foram associados a reducdo da mortalidade
e morbidade, além de menor frequéncia de complicagdes clinicas, como eventos
vaso-oclusivos, ulceras nas pernas, osteonecrose, sindrome toracica aguda e AVC
(7,11-13). Os potenciais efeitos terapéuticos da Hb F tém sido extensivamente
explorados na AF, principalmente por meio da indugao farmacologica (hidroxiureia) e,

mais recentemente, por edigdo génica (14,15).

A Hb F é produzida em altas quantidades durante o estagio fetal do
desenvolvimento humano, e diminui progressivamente proximo ao nascimento,
resultando em niveis inferiores a 1,0% da Hb total na vida adulta (16). Os mecanismos
subjacentes a troca de Hb F envolvem a interagao de varios reguladores eritrocitarios
que formam um complexo repressivo, incluindo BCL11A, SOX6, KLF1, cMYB, DNMT1
e outros (17—19). Deficiéncias na troca de Hb F levam a altos niveis de Hb F durante
a idade adulta. Varias variantes genéticas, principalmente /loci de tragos quantitativos
no gene BCL11A, na regiao intergénica HBS1L-MYB e no cluster do gene HBB, foram

associadas aos niveis de Hb F (20-22). Embora essas variantes possam contribuir
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significativamente para o aumento nos niveis de Hb F, grande parte da variabilidade
ainda permanece inexplicada (23). Portanto, analises genémicas e transcriptdmicas
extensivas podem ajudar a identificar moduladores previamente n&o caracterizados
dos niveis de Hb F e melhorar a compreenséao da regulacédo dos genes HBG. A analise
do transcriptoma completo tem sido utilizada para investigar varios aspectos
fisiopatoldgicos e buscar fatores potencialmente envolvidos na expressdo de gama

globina em hemoglobinopatias (24—29).

Dados publicados na beta talassemia identificaram novos reguladores de Hb F
por meio da analise do transcriptoma de reticuldcitos (25). O perfil de expressao de
reticuldcitos imaturos também foi investigado por meio de microarranjo e metodologias
SAGE para identificar mecanismos relacionados ao tratamento com hidroxiureia e a
reativacdo de HBG na AF (28,30). Reticulécitos, hemacias imaturas que circulam no
sangue periférico, representam o estagio final da maturacéao eritroide. Essas células
contém material genético residual de precursores iniciais e expressam genes
associados a regulagédo e a sintese de hemoglobina, incluindo a Hb F (31,32).
Portanto, aqui buscamos investigar o transcriptoma de reticuldcitos de pacientes com
AF com niveis basais variaveis de Hb F para buscar perfis de expressao funcional

unicos relacionados a reativacédo de Hb F.

METODOS
Recrutamento de Pacientes

Pacientes com anemia falciforme (gendtipo SS), maiores de 18 anos e
acompanhados regularmente em um centro de referéncia no nordeste do Brasil, foram
recrutados. Para confirmar a homozigose da hemoglobina S, todas as amostras foram
submetidas a analise de restricdo de um fragmento amplificado por PCR do gene da
beta-globina (HBB) utilizando a enzima Ddel, além da quantificagdo de hemoglobinas
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Variant IITM, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). Pacientes que recebiam transfusdes sanguineas
cronicas, terapia com hidroxiureia e aqueles com internacées devido a crises vaso-
oclusivas ou complicagdes relacionadas nos 3 meses anteriores a coleta de sangue

foram excluidos. Finalmente, com base nos dados de Hb F previamente coletados, 8
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pacientes foram selecionados, sendo 4 com altos niveis basais de Hb F (>20%) e 4

com baixos niveis de Hb F (<5,0%).

Os dados clinicos foram obtidos retrospectivamente dos prontuarios médicos.
Amostras de sangue periférico foram coletadas em um unico momento, no momento
do recrutamento dos pacientes. Essas amostras foram coletadas para determinar
todas as caracteristicas laboratoriais basais e para realizar a extragdo de DNA e RNA.
Os niveis de Hb F de todos os pacientes foram confirmados por meio de quantificacéo
por HPLC. A contagem sanguinea e os parametros bioquimicos foram determinados
utilizando o analisador hematoldgico Sysmex XN-1500™ e o sistema de quimica
VITROS® 4600 (Ortho Clinical Diagnostics). Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa local (CAAE: 42396621.0.3001.5195) e, o consentimento informado

foi obtido de todos os participantes antes do inicio do estudo

Extragdo de DNA

O DNA foi extraido de leucécitos pelo método padrao de fenol-cloroformio (33).
A técnica de gap-PCR foi utilizada para determinar a co-herangca com a delegéo de
~3.7Kb da alfa-talassemia (34). Os haplétipos do cluster do gene da BS-globina também

foram determinados conforme descrito previamente (35).

Isolamento de Reticulécitos

Os reticuldcitos foram isolados conforme procedimentos descritos previamente
(36). As células do sangue periférico foram centrifugadas, e o plasma foi removido.
Os eritrocitos foram entdo lisados com solucdo de lise de hemacias (0,144 mol/l
NH4CI, 0,01 mol/l NH4HCO3), e as amostras centrifugadas. O sobrenadante foi
homogeneizado com uma solugéo de sucrose/KCI (1,5 mol/l C12H22011, 0,15 mol/l
KCI). Apds centrifugagéao, o sobrenadante contendo os reticuldcitos foi tratado com
700 ul de acido acético a 10% e centrifugado novamente. O pellet restante de

reticuldcitos foi utilizado para a extragao de RNA.
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Extracado de RNA e Construgéo de Bibliotecas de cDNA

O RNA total foi extraido do pellet de reticuldcitos utilizando o kit RNeasy mini
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante. A
quantidade e a pureza do RNA extraido foram medidas pelo fluorimetro Qubit (Thermo
Scientific, Carlsbad, CA, EUA). A integridade do RNA foi determinada utilizando o
sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e o kit RNA
Nano Chip. As bibliotecas de RNA-seq foram construidas utilizando o kit QlAseq
Stranded mRNA Lib Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), com o kit QlAseq
FastSelect Globin Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) para remogédo de mRNA
globinico, conforme as instrugdes do fabricante. As bibliotecas foram submetidas ao

Agilent Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA) para controle de qualidade.

Experimento de Sequenciamento de RNA e Analise de Dados

As bibliotecas foram sequenciadas no modo paired-end no NextSeq 500 para
gerar leituras de 2 x 76 bp utilizando kits lllumina (lllumina, San Diego, CA, EUA),
gerando uma meédia de 51,1 milhdes de reads por biblioteca. Os dados em formato
FASTQ foram processados utilizando o software QIAGEN CLC Genomics Workbench

(Qiagen, Alemanha) (https://digitalinsights.giagen.com). A normalizagéo e a detecgao

de expressao diferencial de genes foram realizadas com o pacote R DESeq2 (37).
Durante essa etapa, as amostras de pacientes com AF com altos niveis de Hb F e
baixos niveis de Hb F foram comparadas. Genes foram incluidos nas comparacgdes

se apresentassem pelo menos dez leituras na maioria das amostras de cada grupo.

Genes com valor absoluto de log2 fold change >1 ou <-1 e com um valor de p,
corrigido pela abordagem FDR, < 0,10 foram descritos como diferencialmente
expressos e considerados para analises posteriores. Realizamos essa analise tanto
para avaliar a expressado diferencial de genes (DGE) quanto para a expressao
diferencial de transcritos (DTE). A analise de componentes principais (PCA) foi
realizada utilizando transformacéo regularizada de log (rlog). O Volcano plot foi gerado
utilizando o pacote enhancedVolcano no R para refletir o contraste especifico do valor
de p ajustado e do log2 fold change. Os heatmaps foram construidos utilizando os
dados normalizados de expresséo génica com o pacote ComplexHeatmap (38).


https://digitalinsights.qiagen.com/
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Analise Funcional

A analise funcional de enriquecimento de genes e transcritos diferencialmente
expressos foi realizada com o Gene Ontology (GO) na ferramenta online DAVID
(verséo 6.7, https://david.ncifcrf.gov/). A GO foi utilizada para anotar e classificar os
genes com base nos termos da GO para processo biolégico (BP), componente celular
(CC) e funcao molecular (MF). O numero de genes foi calculado para cada termo da
GO. Os valores de p < 0,05 foram considerados vias bioldgicas enriquecidas
significativamente diferentes. Graficos de rede foram construidas utilizando os
pacotes R enrichplot e clusterProfiler para exibir os genes envolvidos nos termos
significativamente enriquecidos. As visualizagdes graficas necessarias foram criadas
utilizando o pacote ggplot2 da versao 4.3.1 do software R (The CRAN project, www.r-

project.org).

RESULTADOS
Caracteristicas dos Pacientes

Os pacientes selecionados foram divididos de acordo com os niveis de Hb F.
O grupo com altos niveis de Hb F consistiu em 4 pacientes com anemia falciforme,
com uma mediana de Hb F de 20,5% (intervalo: 19,6% - 22,4%), sendo 1 homem e 3
mulheres, com mediana de idade de 26 anos (21 — 45 anos). O grupo com baixos
niveis de Hb F consistiu em 4 pacientes, com mediana de Hb F de 4,1% (intervalo:
0,8% - 5,4%), incluindo 2 homens e 2 mulheres, com mediana de idade de 29 anos
(20 — 42 anos) (Tabela 1). No geral, os pacientes do grupo de Hb F elevado
apresentaram melhores parametros hematolégicos (niveis mais altos de hemoglobina
total e menor contagem de leucdcitos) e niveis reduzidos de marcadores hemoliticos
(bilirrubina, desidrogenase latica e reticuldcitos) em comparagdo com o grupo de Hb

F baixo.

A genotipagem para os modificadores classicos da AF revelou que todos os
pacientes do grupo de Hb F baixo apresentaram o haplétipo CAR/CAR e gendtipo
normal para alfa-talassemia (ao/aca). No grupo de Hb F elevado, 1 paciente era
heterozigoto para o haplétipo (CAR/BEN) e 1 era heterozigoto para alfa-talassemia -

3.7 (qa/-a). Clinicamente, os pacientes com Hb F elevado tiveram menos episddios
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de crises vaso-oclusivas (CVOs) por ano e menor incidéncia de complicagbes agudas

e crbnicas (Tabela 1).

Determinagdo dos Genes e Transcritos Diferencialmente Expressos

Foi realizada uma analise do transcriptoma completo para explorar os perfis de
transcricdo de reticuldcitos de pacientes com AF com altos niveis basais de Hb F em
comparagao com pacientes com baixos niveis de Hb F. A analise de componentes
principais (PCA) foi plotada para visualizar os perfis globais de expresséo de acordo
com os grupos de Hb F. Pode-se observar que ndo houve uma diferenca significativa
entre a clusterizagcado dos grupos (Figura 1A). Os genes que obtiveram FDR < 0,10 e
log2 fold change = 1 ou -1 foram estabelecidos como estatisticamente significativos.
Assim, 89 DEGs foram identificados ao comparar os grupos. Dentre esses DEGs, 77
(87%) foram regulados positivamente e 12 (13%) foram regulados negativamente
(Tabelas Suplementares 1 e 2). Para visualizar a diferenga na expressao entre os
grupos, foi construida uma representagao grafica em formato de heatmap (Figura 1B).
Além disso, foi construido um volcano plot dos genes diferencialmente regulados com

valores de p ajustados de < 0,10 e fold change de < - 1 ou > 1 (Figura 1C).

Considerando o potencial dos altos niveis de transcritos de globina em
prejudicar a sensibilidade na analise de RNA-seq de células eritroides, optamos por
depletar transcritos abundantes de globina e RNAs ribossémicos durante a geragao
das bibliotecas de RNA-seq, para melhorar a deteccao de transcritos de baixa
abundancia. Isso resultou na redugao dos transcritos de globina, mas ainda permitiu
sua detecgdo. Portanto, os principais genes regulados positivamente de forma
diferencial incluiram o gene CLEC12A (C-type lectin domain family 12 member A) com
o menor p (1,60E-10) e fold change de 3,04. HBG2 e seus paralogos também
apareceram como genes mais expressos (Tabela 2). Além disso, a expressao de
nenhum dos reguladores conhecidos da globina gama (BCL11A, GATA-1, KLF1,
cMYB, SOX6 e ZBTB7A) mostrou diferenga significativa na expressao entre os grupos
(Figura 2).

A analise da expressao dos transcritos revelou 168 transcritos diferencialmente
expressos (variantes de splicing), pertencentes a 162 genes exclusivos, no grupo de

Hb F alta em comparagdo com o grupo de Hb F baixa. Dentre esses, 87 (52%) foram



100

regulados positivamente e 81 (48%) foram regulados negativamente (Tabelas
Suplementares 3 e 4). A diferenga na expressao entre os grupos foi ilustrada com um
heatmap (Figura 3B), e o volcano plot exibiu os transcritos diferencialmente regulados
com valores de p ajustados de < 0,10 e log2 fold change de < — 1 ou > 1 (Figura 3C).
Dos genes diferencialmente expressos com splicing alternativo (162 genes), 20 genes
se intersectaram com o conjunto de genes diferencialmente expressos (Figura 4).
Entre os transcritos mais diferencialmente expressos, destaca-se o fator de
transcricdo TAF3 (TATA-Box Binding Protein Associated Factor 3) (Tabela 3). Além
disso, transcritos de genes diferencialmente expressos, como CLEC12A e HBG2,

também foram diferencialmente expressos entre os grupos (Tabela Suplementar 3).

Anélise de Enriquecimento Funcional de Genes e Transcritos Diferencialmente

Expressos

As analises de enriquecimento foram realizadas para o0s genes
diferencialmente expressos e os genes dos transcritos diferencialmente expressos.
Um total de 86 DEGs foram anotados no banco de dados Gene Ontology. Os
resultados da analise GO foram classificados de acordo com o processo bioldgico
(BP), funcdo molecular (MF) e componente celular (CC). Obtiveram-se 82 itens de
enriquecimento significativos para BP, 15 itens de enriquecimento significativos para
MF e 12 itens de enriquecimento significativos para CC (P < 0,05). Em cada
classificacdo GO, os principais termos foram selecionados e plotados para
visualizagdo (Figura 5A, B e C). Os resultados mostraram um consideravel
enriquecimento nos termos GO de processos biolégicos relacionados a resposta
imune, como via de sinalizagédo reguladora de resposta imune, ativagdo da resposta
imune, via de sinalizagdo de receptor de superficie celular reguladora de resposta
imune e transdugao de sinal ativadora de resposta imune (Figura Suplementar 1).
Além disso, processos bioldgicos relacionados a organizagao do citoesqueleto celular
foram enriquecidos: polimerizagcéo de filamentos de actina, processo baseado em
filamento de actina, polimerizacdo ou despolimerizagao de actina e organizagao do

citoesqueleto de actina.

Para os genes com transcritos diferencialmente expressos, as analises de
enriquecimento GO foram realizadas considerando os conjuntos de genes regulados

positivamente e negativamente de forma separada. Para os genes regulados



101

positivamente, em BP, 117 termos significativos foram enriquecidos, seguidos por 26
itens de enriquecimento significativos para MF e 20 itens de enriquecimento
significativos para CC. A analise revelou que muitos genes estavam envolvidos em
processos biologicos relacionados a transdugdo de sinal celular (Figura 6A, B e C).
Os seguintes termos GO foram enriquecidos em BP: transdugao de sinal intracelular,
regulacéo da transducéo de sinal intracelular e regulagado negativa da transducgéo de
sinal. Além disso, a fungdo molecular da maioria dos genes com transcritos regulados
positivamente foi enriquecida nos termos regulador de fun¢gdo molecular, atividade de
regulador de enzimas, ligacao de nucleotideo e ligacdo de fosfato de nucleosideo.
Curiosamente, alguns dos genes também estavam relacionados a atividade de fator

de transcrigéo.

No conjunto de genes regulados negativamente, 195 termos significativos
foram enriquecidos em BP, 30 termos foram enriquecidos para MF e 22 foram
enriquecidos para CC. Muitos genes estavam associados ao processo de morte
celular (regulagdo negativa do processo apoptético, regulagdo negativa da morte
celular programada e regulagdo negativa da morte celular), processo metabdlico
(regulacao positiva do processo metabdlico de macromoléculas, regulagao positiva do
processo metabdlico celular e regulagao positiva do processo metabdlico) e expressao
génica (regulagao positiva da expressao génica, transcricdo do promotor da RNA
polimerase | e regulagdo do processo metabdlico do RNA). A fungdo molecular de
varios genes foi enriquecida nos termos ligacdo de composto heterociclico, ligagao de
composto ciclico organico, ligagao de acido nucleico e ligagao de RNA (Figura 6A, B
e C).

DISCUSSAO

O estudo da expressdao da gama-globina na AF forneceu diversos
insights sobre o potencial terapéutico da Hb F. Especificamente, a terapia com HU,
um agente conhecido por aumentar os niveis de Hb F, levou a inumeras melhorias na
qualidade de vida e na sobrevida dos pacientes. Para explorar as diferengas induzidas
por altos niveis de Hb F na vida adulta e os beneficios da terapia com HU, analises
abrangentes de expressdo tém sido empregadas em hemoglobinopatias

(24,25,28,39). Nesse contexto, nosso objetivo foi investigar as diferengas no perfil
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transcricional dos reticulocitos de pacientes com AF que apresentam niveis altos e
baixos de Hb F.

A analise dos DEGs néo revelou grandes diferencas entre os dois grupos, com
apenas 89 DEGs detectados. A maioria dos estudos de RNA-seq na AF comparou as
diferencas de expressao génica entre pacientes com AF e individuos com
hemoglobina AA normal (Hb AA) (26,31) ou avaliou diferengas entre pacientes com
AF sob condi¢cdes especificas, como crise vaso-oclusiva (27), sindrome toracica
aguda (40) e terapia com HU (28). Portanto, era esperado um perfil de expressdo mais
distinto. Em nosso estudo, os pacientes de ambos os grupos nado estavam em
tratamento com HU ou transfusdo sanguinea e encontravam-se em estado estavel,
tornando-os muito semelhantes em termos de expresséo global. Isso nos permitiu
investigar variagdes génicas especificas relacionadas a expressao da gama-globina e

determinar se perfis de expressao distintos emergiam do impacto dos niveis de Hb F.

Na analise dos genes diferencialmente expressos, a maioria foi regulada
positivamente. O gene CLEC1712A foi um dos mais diferencialmente expressos,
enquanto o gene HBG2, que codifica uma das cadeias da HbF, também apresentou
maior expressao no grupo de Hb F elevado. Curiosamente, varios DEGs foram
enriquecidos em vias relacionadas a inflamacao, defesa celular e resposta imune,
incluindo PYCARD, BTNL8, PAK1, TYROBP, TRAT1, NINJ1, IFNAR2-IL10RB, CFP,
PRAM1, SH2B2, SPG21, CMKLR1. A principal funcdo dos eritrécitos humanos esta
relacionada ao transporte e entrega de oxigénio. No entanto, evidéncias crescentes
sugerem que essas células também desempenham um papel fundamental em

diversos aspectos do sistema imunoldgico.

A analise do transcriptoma de células eritroides nucleadas humanas
provenientes da medula 6ssea adulta, do sangue do corddo umbilical e do parénquima
hepatico fetal revelou uma grande similaridade na expressdao génica com o0s
reticulocitos, com enriquecimento de diversos genes em termos relacionados a
imunidade (41). A alta expressdo de PYCARD foi identificada nas ultimas fases de
maturagdo dos precursores eritroides nucleados humanos (42). Essas observagdes
corroboram a hipotese de que células da linhagem eritrocitica humana, incluindo os
reticulécitos, possuem potencial para participar de mecanismos de resposta imune e

inflamacao.
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Varios genes foram enriquecidos em termos associados a
polimerizagao/despolimerizagao e organizagao da actina. PAK1, WASH6P, WASHC1,
MSRB1 e MSRBZ2 estavam todos regulados positivamente no grupo com altos niveis
de Hb F, e de acordo com a fungdo desses genes, esse achado sugere que 0s
reticulécitos com altos niveis de Hb F podem apresentar melhor reologia celular, maior
estabilizagao do citoesqueleto e redugao na geragao de espécies reativas de oxigénio.
Esses achados estdo de acordo com o fato de que niveis elevados de Hb F na AF,
sejam basais ou induzidos pela HU, estdo associados a uma melhor reologia dos
eritrocitos falcizados (43). Além disso, a Hb F, ao reduzir a falcizagao intravascular,
leva a reducdo do estresse oxidativo e ao aumento da biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO) (44).

Observamos que, no grupo com altos niveis de Hb F, os genes EPB41L4A e
DACT1 estavam regulados negativamente, enquanto o gene WLS estava regulado
positivamente. EPB41L4A, DACT1 e WLS estdo envolvidos na regulagdo do
citoesqueleto e na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, sugerindo que altos niveis de
Hb F podem estar associados a ativagao dessa via (45 — 47). A via Wnt/B-catenina
regula processos celulares essenciais, incluindo a diferenciacdo de células
hematopoiéticas. Sua ativacdo em eritrécitos humanos foi associada a maior
flexibilidade e resisténcia da membrana celular, além de aumento do tempo de vida
(48). Além disso, foi observado que a proteina ANTXR1 pode influenciar a expressao
da gama globina por meio da via Wnt/B-catenina, indicando um possivel papel desta
via na regulacao dos niveis de Hb F (49, 50). Com base nisso, sugerimos que a
ativagao da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina pode contribuir para a melhora da
funcao do citoesqueleto eritrocitario na AF, e esse efeito pode estar relacionado, em

certa medida, a regulagdo da expressdo da gama globina e aos altos niveis de Hb F.

O RNAseq é uma metodologia que pode detectar genes expressos e quantificar
versoes alternativas de genes individuais. Assim, identificamos 168 transcritos
diferencialmente expressos pertencentes a 162 genes exclusivos. O transcrito mais
regulado positivamente foi NEDD4L-225, transcrito pelo gene NEDDA4L, que esta
envolvido em processos como endocitose, transporte vesicular e regulagao positiva
de processos multicelulares. Esse gene codifica uma proteina que medeia a
ubiquitinagdo de multiplos alvos, direcionando-os para a degradagéao lisossomal (51).

Um estudo recente avaliando o transcriptoma de reticuldcitos na AF identificou
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NEDDA4L, entre 54 genes cuja expressao eritroide estava associada a uma
eritropoiese mais eficaz, refletida por niveis mais altos de hemoglobina e hematdcrito.
A maioria desses genes estava relacionada a ubiquitinagdo de proteinas, sugerindo
que a regulagdo positiva desse processo pode reduzir o dano oxidativo causado pela

polimerizagao da Hb S nos eritrocitos (31).

Dentre os transcritos regulados negativamente, encontramos o KDM1A-207
(LSD1), o qual foi enriquecido em vias biologicas relacionadas com processos de
metabolismo e transcricdo de RNA. O gene KDM1A promove a desmetilagdo de
lisinas, especialmente na histona H3, contribuindo para a repressao epigenética da
expressdo génica. Esse gene é essencial para o desenvolvimento normal dos
eritrocitos e faz parte de um complexo, juntamente com o BCL11A, associado a
repressao da expressao da gama globina (52, 53). A inibicao farmacoldgica do
KDM1A, por meio de inibidores como tranilcipromina (TCP) e RN-1, demonstrou
aumentar a expressdo da gama globina em progenitores eritroides humanos e
modelos animais (54 — 56). Portanto, nossos achados confirmam que a reducgao da
expressao de KDM1A esta associada a niveis mais elevados de Hb F, reforgando seu

papel como um regulador epigenético da expressdo da gama globina.

Por fim, outro transcrito regulado negativamente, ASH71L-214, esta envolvido
em modificagdes epigenéticas por meio de sua atividade metiltransferase de histonas.
Esse gene foi identificado como um possivel regulador da beta globina na -
talassemia, estando correlacionado com a diferenciagdo de progenitores eritroides
humanos e a expressao da beta globina (57). Nossos achados sugerem que ASH1L
também pode desempenhar um papel na regulagédo da gama globina, embora essa

hipétese ainda precise de validagao experimental.

O uso de reticuldcitos pode representar uma limitagcao, pois essas sao células
mais tardias na diferenciacao eritroide, podendo diferir dos precursores eritroides
iniciais encontrados na medula 6ssea. No entanto, eles mantém um perfil de
expressao génica semelhante ao dos precursores hematopoiéticos, o que os torna
uma populagdo celular adequada para investigar a sintese de hemoglobina. Além
disso, a falta de validagdo experimental dos genes diferencialmente expressos
constitui uma limitagdo do nosso estudo. Assim, analises adicionais em coortes
maiores ainda sao necessarias para confirmar e aprofundar as associagdes

identificadas.
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Em resumo, o padrao de expressao sugere que reticuldcitos de pacientes com
niveis elevados de Hb F apresentam melhora na reologia celular, estabilizacdo do
citoesqueleto e reducdo da geragdo de espécies reativas de oxigénio. A via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina pode estar mais ativa em pacientes com altos niveis de
Hb F, contribuindo para melhores parametros de reologia celular. Finalmente, o
transcrito de KDM1A, foi regulado negativamente em altos niveis de Hb F,
confirmando seu papel na regulagdo da gama-globina, enquanto o gene ASH1L pode
ser um potencial modulador da gama globina. Assim, a identificacdo de genes e vias
biolégicas associadas pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas voltadas para a indugado da HbF, o que poderia representar um avancgo

no manejo da doenga.
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Figura 12: Analise de expressao génica diferencial de pacientes com AF com altos e baixos niveis
basais de Hb F. (A) Analise de componentes principais (PCA) da expressao génica construida com
transformacéo logaritmica regularizada (rlog). Nota: Grupo de alto Hb F (rosa) vs. grupo de baixo Hb F
(azul). (B) Heatmap dos 100 genes mais expressos com base no valor de p ajustado (> 0,10). O
vermelho denota genes com expresséo aumentada, e o verde denota genes com expressao diminuida.
(C) Volcano plot mostrando genes diferencialmente expressos, com valor de p < 0,10 e fold change <
-1 ou > 1. Pontos em cinza denotam genes com menos de 1,0 de fold change ou sem diferenga
significativa. Pontos em vermelho representam genes regulados positivamente ou negativamente que
passaram nos critérios de fold change e valor de p.
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Figura 2: Expressdo génica, medida em contagens normalizadas logaritmicas, dos reguladores
previamente conhecidos da globina gama (BCL11A, GATA-1, KLF1, cMYB, SOX6 e ZBTB7A).
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Figura 3: Analise de expressao diferencial de transcritos de pacientes com AF com altos e baixos niveis
basais de Hb F. (A) Analise de componentes principais (PCA) da expressao de transcritos construida
com transformacao logaritmica regularizada (rlog). Nota: Grupo de alto Hb F (rosa) vs. grupo de baixo
Hb F (azul). (B) Heatmap dos 100 transcritos mais expressos com base no valor de p ajustado (> 0,10).
O vermelho denota transcritos com expressdo aumentada, e o verde denota transcritos com expressao
diminuida. (C) Volcano plot mostrando transcritos diferencialmente expressos, com valor de p < 0,10
e fold change < -1 ou > 1. Pontos em cinza denotam transcritos com menos de 1,0 de fold change ou
sem diferenga significativa. Pontos em vermelho representam transcritos regulados positivamente ou
negativamente que passaram nos critérios de fold change e valor de p.
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Figura 4: Diagrama de Venn ilustrando a contagem de genes diferencialmente expressos (DEGs) e
genes unicos com transcritos diferencialmente expressos (DETs). A sobreposigéo indica o nimero de
genes compartilhados entre ambos os grupos.
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Figura 5: Representagdo dos termos do Gene Ontology (GO) enriquecidos entre todos os genes
diferencialmente expressos. A, B e C representam os principais termos enriquecidos em processos
biolégicos, fungdo molecular e componente celular, respectivamente. O tamanho do ponto representa
0 numero de genes enriquecidos em cada termo GO.
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Figura 6: Representagdo dos termos de Gene Ontology (GO) enriquecidos entre os transcritos
regulados positivamente. A, B e C representam os principais termos enriquecidos em processos
bioldgicos, fungdo molecular e componente celular, respectivamente. O tamanho do ponto representa
0 numero de genes enriquecidos em cada termo GO.
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Figura 7: Representagdo dos termos de Gene Ontology (GO) enriquecidos entre os transcritos
regulados negativamente. A, B e C representam os principais termos enriquecidos em processos
bioldgicos, fungdo molecular e componente celular, respectivamente. O tamanho do ponto representa
0 numero de genes enriquecidos em cada termo GO.



Tabela 1: Caracteristicas laboratoriais, moleculares e clinicas basais dos pacientes com AF incluidos no estudo.
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Parametros

Sexo

Idade (anos)

Hb F (%)

RBC (x 108 /uL)
Hb (g/dL)

WBC (mm?3)
Reticulocitos (%)
Plaquetas (mm?3)
TB (mg/dL)

IB (mg/dL)

LDH (U/L)

BS haplétipos
a-talassemia (o~
3.7kb)

CVOs por ano

Complicagoes
clinicas

Hb F Alta Hb F Baixa
HA1 H2 H3 H4 L1 L2 L3 L4
M F F F M M F F
24 29 45 21 20 42 22 37
19,60 20,20 22,40 20,90 3,00 0,80 5,40 5,20
2,63 3,19 2,76 3,82 3,30 4,10 2,52 2,23
9,1 10,1 9,0 10,8 9,0 9,30 8,60 7,20
14240 4630 12230 5270 14810 6470 15140 13800
15,98 5,71 11,18 5,0 8,99 2,60 14,30 12,96
309000 203000 403000 160000 385000 367000 454000 363000
4,33 2,8 2,03 1,76 5,37 2,64 4,31 5,69
3,59 2,51 1,83 1,52 4,71 1,75 3,8 4,74
861 306 295 325 486 540 587 846
CAR/CAR CAR/CAR CAR/BEN CAR/CAR CAR/CAR CAR/CAR CAR/CAR CAR/CAR
oo/oo oo/oo oo/oo oo/-ou ao/oo oo/oo oo/oo oo/oo
<3 <3 <3 <3 3-5 3-5 <3 3-5
Osteonecrose
Osteonecrose None None None Priapism UI;:;iade None STA
Priapismo

RBC, Hemacias; Hb, hemoglobina; Hb F, hemoglobina fetal; WBC, leucdcitos; TB, bilirrubina total; /B, bilirrubina indireta; LDH, lactato desidrogenase;
CAR, Republica Central Africana; BEN, Benin; CVO, crise vaso-oclusiva; STA, Sindrome toracica aguda.




Tabela 2: Top 10 genes regulados positivamente e negativamente entre grupos de alta e baixa Hb F.

Genes regulados positivamente

Simbolo Chr Nome log2FoldChange Padj
CLEC12A 12 C-type lectin domain family 12 member A 3.04 1,60E-10
ENSG00000284931 11 Globin Family Profile Domain-Containing Protein (Protein 3.26 1,92E-05
Coding gene)
HBG2 11 hemoglobin subunit gamma 2 3.20 1,92E-05
ENSG00000239920 11 Uncharacterized protein (AOA2U3TZJ3) (Globin Family 2.89 7,05E-05
related)
GRHPR 9 glyoxylate and hydroxypyruvate reductase 1.28 7,05E-05
PYGL 14 glycogen phosphorylase L 1.29 0,0002
UCP2 11 uncoupling protein 2 1.02 0,0012
BASP1 5 brain abundant membrane attached signal protein 1 1.76 0,0034
CYP27A1 2 cytochrome P450 family 27 subfamily A member 1 2.1 0,0057
WLS 1 Wnt ligand secretion mediator 2.01 0,0057
Genes regulados negativamente
TRAT1 3 T cell receptor associated transmembrane adaptor 1 -1.41 0,0034
CMKLR1 12 chemerin chemokine-like receptor 1 -1.34 0,0077
LRRC8A 9 leucine rich repeat containing 8 VRAC subunit A -1.20 0,0077
TTC39B 9 tetratricopeptide repeat domain 39B -1.00 0,0249
EPB41L4A 5 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4A -1.94 0,0340
CISH 3 cytokine inducible SH2 containing protein -1.08 0,0352
DACT1 14 dishevelled binding antagonist of beta catenin 1 -1.84 0,0368
A4GALT 22 alpha 1,4-galactosyltransferase (P blood group) -2.98 0,0558
CD163 12 CD163 molecule -1.69 0,0558
RPSA2 19 ribosomal protein SA 2 -2.35 0,0565
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Tabela 3: Top 10 transcritos regulados positivamente e negativamente entre grupos de alta e baixa Hb F.

Transcritos regulados positivamente

Transcrito  Chr Gene Nome log2FoldChange Padj
AIFM1-217 X AIFM1 apoptosis inducing factor mitochondria associated 1 8,16 7,43E-09
TAF3-204 10 TAF3 TATA-box binding protein associated factor 3 7,17 2,07E-08
CARD8-225 19 CARDS8 caspase recruitment domain family member 8 8,54 1,82E-07
COG6-204 13 COG6 component of oligomeric golgi complex 6 7,73 3,79E-07
NCAPG2- 7 NCAPG2 non-SMC condensin Il complex subunit G2 8,36 3,90E-07
201

RELA-226 11 RELA RELA proto-oncogene, NF-kB subunit 7,95 4,38E-07
IKBIP-203 12 IKBIP IKBKB interacting protein 7,77 9,39E-07
LUC7L-201 16 LUCTL LUCY like 7,67 7,35E-06
GRHPR-201 9 GRHPR glyoxylate and hydroxypyruvate reductase 1,23 2,09E-05
TYK2-206 19 TYK2 tyrosine kinase 2 7,25 2,58E-05
Transcritos regulados positivamente

TAF3-201 10 TAF3 TATA-box binding protein associated factor 3 -9,12 2,28E-12
BIRC2-206 11 BIRC2 baculoviral IAP repeat containing 2 -23,64 7,43E-09
CLTC-219 17 CLTC clathrin heavy chain -23,50 7,43E-09
EHBP1-209 2 EHBP1 EH domain binding protein 1 -7,67 2,07E-08
RFX5-201 1 RFX5 regulatory factor X5 -8,29 3,78E-08
FLNA-202 12 FLNA filamin A -8,70 7,28E-08
OGFOD1- 16 OGFOD1 2-oxoglutarate and iron dependent oxygenase domain -6,91 7,35E-06
209 containing 1

SNX9-206 6 SNX9 sorting nexin 9 -7,26 2,09E-05
ZC3H14-219 14 ZC3H14 zinc finger CCCH-type containing 14 -7,31 2,16E-05
ADAM17- 2 ADAM17 ADAM metallopeptidase domain 17 -6,89 2,54E-05

206
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Figura suplementar 1: Grafico Gene-Concept Network dos genes diferencialmente expressos
envolvidos em vias imunes significativamente enriquecidas no Gene Ontology (GO). As cores
variadas representam diferentes itens GO, e a cor de cada item GO esta anotada ao lado do
grafico. As linhas conectam cada gene ao termo GO ao qual eles estao enriquecidos. Genes com
um ponto azul tém um Jog2 fold change > 1, e genes com um ponto vermelho tém um Jlog2 fold
change > -1.
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Tabela suplementar 1: Genes regulados positivamente classificados por Log2FoldChange nos
grupos de alta Hb F vs baixa Hb F.

Genes regulados positivamente

Log2

Simbolo Nome do gene FoldChange Padj
ENSG00000284931 NA 3.26 1,92E-05
HBG2 hemoglobin subunit gamma 2 3.20 1,92E-05
S100P S100 calcium binding protein P 3.17 0,0995
CLEC12A C-type lectin domain family 12 member A 3.04 1,60E-10
ENSG00000239920 NA 2.89 7,05E-05
CYP27A1 cytochrome P450 family 27 subfamily A member 1 2.11 0,0057
PEAK3 PEAK family member 3 2.06 0,0071
IFNAR2-IL10RB IFNAR2-IL10RB readthrough 2.05 0,0572
GPAA1 glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 2.05 0,0404
MME membrane metalloendopeptidase 2.03 0,0140
WLS Whnt ligand secretion mediator 2.01 0,0057
DSC2 desmocollin 2 1.99 0,0768
BTNL8 butyrophilin like 8 1.83 0,0980
DAPK2 death associated protein kinase 2 1.78 0,0084
BASP1 brain abundant membrane attached signal protein 1.76 0,0034
1
CDA cytidine deaminase 1.74 0,0295
HAL histidine ammonia-lyase 1.63 0,0352
PANX2 pannexin 2 1.62 0,0917
CMTM2 CKLF like MARVEL transmembrane domain 1.58 0,0501
containing 2
LST1 leukocyte specific transcript 1 1.55 0,0249
ZNF467 zinc finger protein 467 1.55 0,0175
NCF1 neutrophil cytosolic factor 1 1.52 0,0404
GPAT3 glycerol-3-phosphate acyltransferase 3 1.51 0,0344
PADI4 peptidyl arginine deiminase 4 1.51 0,0341
NINJ1 ninjurin 1 1.51 0,0831
TMCC3 transmembrane and coiled-coil domain family 3 1.51 0,0340
CRISPLD2 cysteine rich secretory protein LCCL domain 1.48 0,0302
containing 2
MSRB2 methionine sulfoxide reductase B2 1.47 0,0831
RGS6 regulator of G protein signaling 6 1.47 0,0077
MTHFS methenyltetrahydrofolate synthetase 1.47 0,0332
MSRB1 methionine sulfoxide reductase B1 1.45 0,0468
BSCL2 BSCL2 lipid droplet biogenesis associated, seipin 1.45 0,0772
IKBIP IKBKB interacting protein 1.45 0,0885
CYP4F3 cytochrome P450 family 4 subfamily F member 3 1.44 0,0609
CENPS-CORT CENPS-CORT readthrough 1.43 0,0885
CPPED1 calcineurin  like  phosphoesterase @ domain 1.41 0,0443
containing 1
RGS2 regulator of G protein signaling 2 1.41 0,0885
MYADM myeloid associated differentiation marker 1.41 0,0945



OSGIN2

MANSC1
PYCARD
CFP
FRAT2
LRRC4
ALPL

GPR141
AlF1
PYGL
RGL4
GRHPR
TYROBP

QPCT
GLT1D1
PIP4P2

PILRA
PRAM1
TSEN34
S100A11
LILRB2
SH2B2
IPMK
JAML
PAK1
MTX1
G6PD
TMEM91
SPG21

ERGIC1

ITPK1
WASH6P_2
NDUFAF3

VMP1

ING2
WASHG6P_1
ATP6VOB
WASHCA1
UCP2

oxidative stress induced growth inhibitor family
member 2
MANSC domain containing 1

PYD and CARD domain containing
complement factor properdin

FRAT regulator of WNT signaling pathway 2
leucine rich repeat containing 4

alkaline phosphatase,
associated
G protein-coupled receptor 141

allograft inflammatory factor 1

glycogen phosphorylase L

ral guanine nucleotide dissociation stimulator like 4
glyoxylate and hydroxypyruvate reductase

transmembrane immune signaling adaptor
TYROBP
glutaminyl-peptide cyclotransferase

glycosyltransferase 1 domain containing 1

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 4-
phosphatase 2
paired immunoglobin like type 2 receptor alpha

PML-RARA regulated adaptor molecule 1
tRNA splicing endonuclease subunit 34
S100 calcium binding protein A11
leukocyte immunoglobulin like receptor B2
SH2B adaptor protein 2

inositol polyphosphate multikinase
junction adhesion molecule like

p21 (RAC1) activated kinase 1

metaxin 1

glucose-6-phosphate dehydrogenase
transmembrane protein 91

SPG21 abhydrolase domain
maspardin
endoplasmic
compartment 1
inositol-tetrakisphosphate 1-kinase

WASP family homolog 6, pseudogene 2

NADH:ubiquinone
assembly factor 3
vacuole membrane protein 1

inhibitor of growth family member 2
WASP family homolog 6, pseudogene 2
ATPase H+ transporting VO subunit b
WASH complex subunit 1

uncoupling protein 2

biomineralization

containing,

reticulum-golgi intermediate

oxidoreductase complex

1.36

1.35
1.34
1.34
1.33
1.33
1.33

1.32
1.31
1.29
1.29
1.28
1.26

1.25
1.24
1.23

1.21
1.21
1.20

A7
.16
.16
.15
14
A3
13
12
1

JEL L UL I UL UL UL U UL §

1.10
1.08
1.07

1.06
1.04
1.03
1.03
1.02
1.02

129

0,0084

0,0887
0,0575
0,0195
0,0195
0,0772
0,0759

0,0806
0,0249
0,0002
0,0982
7,05E-05
0,0884

0,0445
0,0772
0,0175

0,0233
0,0340
0,0614
0,0727
0,0981
0,0917
0,0995
0,0572
0,0572
0,0884
0,0066
0,0289
0,0077

0,0314

0,0917
0,0216
0,0911

0,0727
0,0609
0,0154
0,0175
0,0071
0,0012
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Tabela suplementar 2: Genes regulados negativamente classificados por Log2FoldChange nos
grupos de alta Hb F vs baixa Hb F.

Genes regulados negativamente

Simbolo Nome do gene Log2FoldChange Padj

A4GALT alpha 1,4-galactosyltransferase (P blood group) -2.98 0,0558
RPSA2 ribosomal protein SA 2 -2.35 0,0565
EPB41L4A erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4A -1.94 0,0340
DACT1 dishevelled binding antagonist of beta catenin 1 -1.84 0,0368
CD163 CD163 molecule -1.69 0,0558
TRATA1 T cell receptor associated transmembrane adaptor 1 -1.41 0,0034
GZMH granzyme H -1.38 0,0995
CMKLR1 chemerin chemokine-like receptor 1 -1.34 0,0077
LRRC8A leucine rich repeat containing 8 VRAC subunit A -1.20 0,0077
TIMM10B translocase of inner mitochondrial membrane 10B -1.09 0,0572
CISH cytokine inducible SH2 containing protein -1.08 0,0352
TTC39B tetratricopeptide repeat domain 39B -1.00 0,0249
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Tabela suplementar 3: Transcritos regulados positivamente classificados por Log2FoldChange nos
grupos de alta Hb F vs baixa Hb F.

Transcrito Nome do gene Log2FoldChange Padj

NEDDA4L-225 NEDD4 like E3 ubiquitin  protein 8,81 0,0747
ligase(NEDD4L)

CCDC25-207 coiled-coil domain containing 25(CCDC25) 8,66 0,0295

SLC16A3-205 solute carrier family 16 member 8,62 0,0508
3(SLC16A3)

SNX10-218 sorting nexin 10(SNX10) 8,60 0,0388

CARDB8-225 caspase recruitment domain family member 8,54 1,82E-07
8(CARDS)

ACTN1-236 actinin alpha 1(ACTN1) 8,50 0,0407

SRGAP2B-204 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 8,45 0,0013
2B(SRGAP2B)

ANPEP-205 alanyl aminopeptidase, 8,39 0,0341
membrane(ANPEP)

NCAPG2-201 non-SMC condensin |l complex subunit 8,36 3,90E-07
G2(NCAPG2)

COPA-217 COPI coat complex subunit alpha(COPA) 8,24 0,0246

SPG11-223 SPG11 vesicle trafficking associated, 8,22 0,0583
spatacsin(SPG11)

ZNF148-204 zinc finger protein 148(ZNF148) 8,18 0,0776

AIFM1-217 apoptosis inducing factor mitochondria 8,16 7,43E-09
associated 1(AIFM1)

MRPS25-221 mitochondrial ribosomal protein 8,09 0,0483
S25(MRPS25)

CHCHD7-203 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 7,97 0,0516
containing 7(CHCHD?7)

RELA-226 RELA proto-oncogene, NF-kB 7,95 4,38E-07
subunit(RELA)

MAPK13-203 mitogen-activated protein kinase 7,94 0,0747
13(MAPK13)

SMARCD2-220 SWI/SNF related, matrix associated, actin 7,93 0,0776
dependent regulator of chromatin,
subfamily d, member 2(SMARCD2)

SRSF2-201 serine and arginine rich splicing factor 7,92 0,0549
2(SRSF2)

HIPK1-203 homeodomain interacting protein kinase 7,90 9,50E-05
1(HIPK1)

APP-201 amyloid beta precursor protein(APP) 7,89 0,0776

CSNK1E-201 casein kinase 1 epsilon(CSNK1E) 7,84 0,0651

IKBIP-203 IKBKB interacting protein(IKBIP) 7,77 9,39E-07

DGKA-229 diacylglycerol kinase alpha(DGKA) 7,77 0,0012

IDH1-205 isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 7,77 0,0776
1(IDH1)

SNX10-207 sorting nexin 10(SNX10) 7,74 0,0945

COG6-204 component of oligomeric golgi complex 7,73 3,79E-07
6(COG6)

LUC7L-201 LUCY like(LUCT7L) 7,67 7,35E-06

ANXA3-209 annexin A3(ANXA3) 7,60 9,47E-05

ARHGAP12-204 Rho GTPase activating protein 7,30 5,61E-05
12(ARHGAP12)

TYK2-206 tyrosine kinase 2(TYK2) 7,25 2,58E-05

TAF3-204 TATA-box binding protein associated factor 717 2,07E-08

3(TAF3)



KAT7-202
CDPF1-203

SHOC2-209

DNMT1-237
FLYWCH1-201
GPR162-203
DCAF7-201

PEDS1-205

TSNAXIP1-203

DYRK1A-222

CLEC12B-205

RSRC1-228

SYNGR2-207
NCF2-203
AGPAT4-202

IFNAR2-IL10RB-
204
ADM-208

PYGL-205
CIT-233

RBMXL1-201
SETBP1-207
HY1-202
SNX6-201
NUP214-218
LCORL-201

NCK1-204
GNAS-222
VTI1B-206

ENST0000064290

8
HBG2-201

BCL2A1-202

ENST0000038025

9
WDR1-203

RELL2-202
CTSB-229
RAC1-208
DOK1-202
CLEC12A-205

lysine acetyltransferase 7(KAT7)

cysteine rich DPF motif domain containing
1(CDPF1)

SHOC2 leucine rich repeat scaffold
protein(SHOC2)

DNA methyltransferase 1(DNMT1)

FLYWCH-type zinc finger 1(FLYWCH1)
G protein-coupled receptor 162(GPR162)

DDB1 and CUL4 associated factor
7(DCAFT)
plasmanylethanolamine
1(PEDS1)

translin associated factor X interacting
protein 1(TSNAXIP1)

dual specificity tyrosine phosphorylation
regulated kinase 1A(DYRK1A)

C-type lectin domain family 12 member
B(CLEC12B)

arginine and serine rich coiled-coil
1(RSRC1)

synaptogyrin 2(SYNGR2)

neutrophil cytosolic factor 2(NCF2)
1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase 4(AGPAT4)

interferon alpha and beta receptor subunit

2(IFNAR2)
adrenomedullin(ADM)

glycogen phosphorylase L(PYGL)

citron  rho-interacting  serine/threonine
kinase(CIT)
RBMX like 1(RBMXL1)

SET binding protein 1(SETBP1)
hydroxypyruvate isomerase (putative)(HY1)
sorting nexin 6(SNX6)

nucleoporin 214(NUP214)

ligand dependent nuclear receptor
corepressor like(LCORL)
NCK adaptor protein 1(NCK1)

GNAS complex locus(GNAS)

vesicle transport through interaction with t-
SNAREs 1B(VTI1B)

Globin Family Profile Domain-Containing
Protein (ENSG00000284931)

hemoglobin subunit gamma 2(HBG2)

BCL2 related protein A1(BCL2A1)
A0A2U3TZJ3_HUMAN

desaturase

WD repeat domain 1(WDR1)
RELT like 2(RELL2)

cathepsin B(CTSB)

Rac family small GTPase 1(RAC1)
docking protein 1(DOK1)

C-type lectin domain family 12 member
A(CLEC12A)

7,03
6,92

6,84

6,80
6,77
6,74
6,70

6,65
6,55
6,54
6,53
6,19

6,11
6,05
6,05

6,02

5,98
5,87
5,82

5,62
5,39
5,14
5,14
4,28
4,12

4,02
3,99
3,27

3,22

3,14
2,99
2,83

2,81
2,80
2,73
2,58
2,57
2,37
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0,0005
7,02E-05

0,0025

0,0013
0,0011
0,0014
0,0039

0,0016
0,0008
0,0043
0,0038
0,0222

0,0286
0,0196
0,0255

0,0057

0,0286
0,0107
0,0286

0,0016
0,0060
0,0688
0,0107
0,0363
0,0689

0,0286
0,0378
7,09E-05

0,0049

0,0039
0,0139
0,0103

0,0744
0,0543
0,0030
0,0561
0,0945
0,0035



CNTNAP3-201
CYP27A1-201

PEAK3-201
CYBRD1-202
LST1-217
BASP1-201

MTHFS-202

SKIC2-223
ICAM3-202
RGS6-209
ATG2A-202
G6PD-203

WDR59-202
GRHPR-201

CYRIB-229
ZDHHC6-202

WASH6P-217

contactin associated protein family member
3(CNTNAP3)

cytochrome P450 family 27 subfamily A
member 1(CYP27A1)

PEAK family member 3(PEAKS3)
cytochrome b reductase 1(CYBRD1)
leukocyte specific transcript 1(LST1)

brain abundant membrane attached signal
protein 1(BASP1)

methenyltetrahydrofolate
synthetase(MTHFS)

SKI2 subunit of superkiller complex(SKIC2)
intercellular adhesion molecule 3(ICAM3)
regulator of G protein signaling 6(RGS6)
autophagy related 2A(ATG2A)

glucose-6-phosphate

dehydrogenase(G6PD)

WD repeat domain 59(WDR59)

glyoxylate and hydroxypyruvate
reductase(GRHPR)

CYFIP related Rac1 interactor B(CYRIB)

zinc finger DHHC-type palmitoyltransferase
6(ZDHHC6)
WASP family homolog 6, pseudogene
(WASH6P)

2,11
2,09

1,98
1,93
1,78
1,66

1,58

1,55
1,52
1,44
1,43
1,32

1,29
1,23

1,17
1,10

1,00
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0,0007
0,0749

0,0921
0,0988
0,0366
0,0651

0,0563

0,0749
0,0383
0,0401
0,0447
0,0553

0,0590
2,09E-05

0,0553
0,0016

0,0740
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Tabela suplementar 4: Transcritos regulados negativamente classificados por Log2FoldChange nos
grupos de alta Hb F vs baixa Hb F.

Transcrito Nome do gene log2FoldChange Pad;j

BIRC2-206 baculoviral IAP repeat containing 2(BIRC2) -23,64 7,43E-09

CLTC-219 clathrin heavy chain(CLTC) -23,50 7,43E-09

IL6ST-215 interleukin 6 cytokine family signal -10,02 0,0060
transducer(IL6ST)

TFRC-236 transferrin receptor(TFRC) -9,81 0,0295

TAF3-201 TATA-box binding protein associated factor -9,12 2,28E-12
3(TAF3)

HNRNPK-223  heterogeneous nuclear ribonucleoprotein  -8,76 0,0945
K(HNRNPK)

FOSB-203 FosB proto-oncogene, AP-1 transcription factor -8,76 0,0483
subunit(FOSB)

FLNA-202 filamin A(FLNA) -8,70 7,28E-08

RPS6KB1-202 ribosomal protein S6 kinase B1(RPS6KB1) -8,55 0,0366

HNRNPK-216  heterogeneous nuclear ribonucleoprotein  -8,51 0,0589
K(HNRNPK)

ASH1L-214 ASH1 like histone lysine -8,51 0,0308
methyltransferase(ASH1L)

MINK1-201 misshapen like kinase 1(MINK1) -8,45 0,0352

RBM12B-205  RNA binding motif protein 12B(RBM12B) -8,44 0,0352

RFX5-201 regulatory factor X5(RFX5) -8,29 3,78E-08

TPM3-201 tropomyosin 3(TPM3) -8,20 0,0055

TPM4-201 tropomyosin 4(TPM4) -8,16 0,0936

SFMBT2-204  Scm like with four mbt domains 2(SFMBT2) -8,09 0,0487

SLC7A6-209 solute carrier family 7 member 6(SLC7AB) -8,08 0,0530

TNFAIP3-206  TNF alpha induced protein 3(TNFAIP3) -8,07 0,0352

FMR1-221 fragile X messenger ribonucleoprotein 1(FMR1)  -7,88 0,0738

ZFX-201 zinc finger protein X-linked(ZFX) -7,87 0,0719

PATJ-215 PATJ crumbs cell polarity complex -7,83 0,0644
component(PATJ)

TAF1-226 TATA-box binding protein associated factor -7,71 0,0066
1(TAF1)

EHBP1-209 EH domain binding protein 1(EHBP1) -7,67 2,07E-08

MAPK8-207 mitogen-activated protein kinase 8(MAPKS) -7,61 0,0029

FAM222B-211 family with sequence similarity 222 member -7,44 0,0990
B(FAM222B)

ATP2C1-202 ATPase secretory pathway Ca2+ transporting -7,41 0,0483
1(ATP2C1)

PDK2-201 pyruvate dehydrogenase kinase 2(PDK2) -7,37 0,0385

ZC3H14-219 zinc finger CCCH-type containing 14(ZC3H14) -7,31 2,16E-05

IL6ST-211 interleukin 6 cytokine family signal -7,27 0,0530
transducer(IL6ST)

SNX9-206 sorting nexin 9(SNX9) -7,26 2,09E-05

KDM1A-207 lysine demethylase 1A(KDM1A) -7,26 8,92E-05

FAR2-225 fatty acyl-CoA reductase 2(FAR2) -7,22 0,0001

FNDC3B-202  fibronectin type Il domain containing -7,18 0,0266
3B(FNDC3B)

OGFOD1-209 2-oxoglutarate and iron dependent oxygenase -6,91 7,35E-06
domain containing 1(OGFOD1)

MRPS5-214 mitochondrial ribosomal protein S5(MRPS5) -6,89 0,0002



ADAM17-206
DARS2-212

FBXL12-206
CHD1L-214

ZNF180-206
ZNF600-208
PKP4-205
CDPF1-201

KRIT1-261
IRF9-218
CAST-228
CD9-204
GCNT2-203

XYLT2-202
ZSCAN2-214

AMMECR1L-
202
GSTCD-211

NME2-202

RRN3-203

CXCR3-201
POLR1C-213
NDUFAF8-205

RACK1-209
HYCC1-205

LRFN3-201

WDR20-203
WASHC4-208
ENOPH1-202
CYP20A1-206

TMEM129-203

ADD1-221
RIMKLB-213

KRIT1-205
AUTS2-218

HAUS6-201
TUBA4A-202
PPIE-214
CCNB1-204

ADAM metallopeptidase domain 17(ADAM17)
aspartyl-tRNA synthetase 2,
mitochondrial(DARS2)

F-box and leucine rich repeat protein 12(FBXL12)
chromodomain helicase DNA binding protein 1
like(CHD1L)

zinc finger protein 180(ZNF180)

zinc finger protein 600(ZNF600)
plakophilin 4(PKP4)

cysteine rich DPF motif domain containing
1(CDPF1)
KRIT1 ankyrin repeat containing(KRIT1)

interferon regulatory factor 9(IRF9)
calpastatin(CAST)
CD9 molecule(CD9)

glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2 (I blood
group)(GCNT2)
xylosyltransferase 2(XYLT2)

zinc finger and SCAN domain containing
2(ZSCAN2)
AMMECR1 like(AMMECR1L)

glutathione S-transferase C-terminal domain
containing(GSTCD)

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase
2(NME2)

RRN3 homolog, RNA polymerase | transcription
factor(RRN3)

C-X-C motif chemokine receptor 3(CXCR3)

RNA polymerase | and Ill subunit C(POLR1C)

NADH:ubiquinone  oxidoreductase = complex
assembly factor 8(NDUFAF8)
receptor for activated C kinase 1(RACK1)

hyccin PI4KA lipid kinase complex subunit
1(HYCC1)

leucine rich repeat and fibronectin type 11l domain
containing 3(LRFN3)

WD repeat domain 20(WDR20)

WASH complex subunit 4(WASHC4)
enolase-phosphatase 1(ENOPH1)

cytochrome P450 family 20 subfamily A member
1(CYP20A1)

transmembrane protein 129, E3 ubiquitin
ligase(TMEM129)

adducin 1(ADD1)

ribosomal modification protein rimK like family
member B(RIMKLB)
KRIT1 ankyrin repeat containing(KRIT1)

activator of transcription and developmental
regulator AUTS2(AUTS2)
HAUS augmin like complex subunit 6(HAUS6)

tubulin alpha 4a(TUBA4A)
peptidylprolyl isomerase E(PPIE)
cyclin B1(CCNB1)

-6,89
-6,85

-6,84
-6,71

-6,60
-6,60
-6,58
-6,57

-6,52
-6,51
-6,47
-6,41
-6,35

-6,34
-6,13

-6,12
-6,04
-6,03
-5,90

-5,88
-5,82
-5,81

-5,74
-5,60

-5,59

-5,43
-5,32
-5,32
-5,26

-5,24

-4,99
-4,83

4,79
-4,56

-4,53
-3,52
-2,71
-2,25
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2,54E-05
0,0028

0,0002
0,0004

0,0945
0,0044
0,0001
9,13E-05

0,0657
0,0002
0,0990
0,0002
0,0479

0,0196
0,0066

0,0366
0,0079
0,0376
0,0029

0,0563
0,0295
0,0479

0,0447
0,0383

0,0213

0,0439
0,0879
0,0516
0,0352

0,0622

0,0979
0,0732

0,0605
0,0561

0,0740
0,0351
0,0426
0,0466



PABPC1-209
NOL11-201
TRAT1-201

LRRC8A-203

TIMM10B-201

TTC39B-208
TSPAN18-201

poly(A) binding protein cytoplasmic 1(PABPC1) -1,90
nucleolar protein 11(NOL11) -1,83
T cell receptor associated transmembrane -1,46
adaptor 1(TRAT1)

leucine rich repeat containing 8 VRAC subunit -1,23
A(LRRCS8A)

translocase of inner mitochondrial membrane -1,17
10B(TIMM10B)

tetratricopeptide repeat domain 39B(TTC39B) -1,14

tetraspanin 18(TSPAN18) -1,13

0,0004
0,0879
0,0401

0,0139
0,0747

0,0018
0,0979
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5 DISCUSSAO GERAL

A Hb F é considerada uma importante moduladora dos desfechos clinicos da
AF e tem sido alvo de diversos estudos que investigam as causas moleculares da
variagdo em seus niveis. Parte dessa variagdo tem sido atribuida a influéncia de
moduladores genéticos, principalmente polimorfismos nos genes BCL11A, HBS1L-
MYB e no cluster da beta-globina (HBB) (ADEYEMO et al., 2018; BRAHIM et al., 2024;
CHAOUCH et al., 2016; LETTRE et al., 2008; SALES et al., 2020). Ferramentas de
gendmica e transcriptémica tém sido empregadas para investigar o impacto molecular
dos niveis de HbF e identificar moduladores ainda nao caracterizados (FLANAGAN et
al., 2012; ROVERSI et al., 2013). Com base nisso, neste estudo investigamos a
associacdo dos polimorfismos BCL11A rs1427407, BCL11A rs4671393, BCL11A
rs11886868 e HBST1L-MYB rs9399137 com os niveis de HbF e o risco de
complicagbes clinicas da AF. Além disso, avaliamos as diferencas no perfil
transcricional dos reticuldcitos de pacientes com AF que apresentam niveis basais

altos e baixos de HbF.

Nas analises de genotipagem, observamos que todas as variantes estudadas
estavam significativamente associadas aos niveis de HbF. Individuos portadores de
alelos protetores (gendtipos variantes) exibiram niveis mais elevados de HbF, o que
pode contribuir para um curso clinico mais brando da doencga. Especificamente, em
nossa coorte, o SNP rs9399137 explicou 14,9% da variacdo dos niveis de HbF, um
percentual superior ao relatado em outras populacdes, incluindo brasileiras
(AKBULUT-JERADI et al., 2021; LEONARDO et al., 2016; SALES et al., 2020;
WONKAM et al., 2014).

Variantes localizadas no intron 2 de BCL11A (incluindo rs1427407, rs4671393
e rs11886868) apresentam fortes implicagdes funcionais, pois essa regido abriga
diversos elementos regulatérios envolvidos na reorganizagéo da cromatina (BAUER
et al., 2013). Polimorfismos que sobrepdem esses elementos funcionais reduzem a
ligacdo de fatores de transcricdo, afetando assim a expressdao de BCL711A e a
repressao dos genes da globina gama, resultando no aumento da produgéao de HbF
(SALES et al.,, 2022a; SANKARAN et al., 2008). Variantes na regiao intergénica
HBS1L-MYB reduzem a ligagao de fatores de transcrigcao eritroides, interferindo nas
interagdes de longo alcance com o MYB e nos seus niveis de expressado, o que

impacta diretamente a regulagéo da globina gama (STADHOUDERS et al., 2014).
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Pacientes sintomaticos (aqueles que desenvolveram pelo menos uma
complicacdo clinica estudada) apresentaram niveis medianos de HbF
significativamente mais baixos em comparagdo com os pacientes sem complicagdes,
reforgando o papel protetor da HbF elevada nos desfechos clinicos da AF. Com isso,
também avaliamos a associagéo das variantes genéticas de BCL11A e HBS1L-MYB
com o risco e a incidéncia cumulativa de complicag¢des clinicas. Observamos que
pacientes portadores de gendtipos ancestrais para essas variantes exibiram maior
incidéncia cumulativa e risco de desenvolvimento de AVC, osteonecrose, priapismo,

sindrome toracica aguda (STA) e ulceras de perna.

O aumento do risco observado em individuos com gendtipos homozigotos
ancestrais sugere que pacientes que ndao possuem alelos relacionados ao aumento
da Hb F apresentam niveis mais baixos dessa hemoglobina e, consequentemente,
maior risco de manifestacdes clinicas graves da doenga. Em particular, o genétipo TT
do polimorfismo HBS1L-MYB rs9399137 apresentou o efeito mais pronunciado,
contribuindo independentemente para um maior risco de AVC, osteonecrose, STA e
Ulceras de perna. Esse achado é condizente com as associacbes observadas nos
niveis de HbF, visto que os pacientes portadores do alelo variante do rs9399137
apresentaram niveis significativamente mais elevados de HbF, o que possivelmente

confere protegao contra essas complicagdes clinicas.

Nossos resultados corroboram achados anteriores de que variantes genéticas
associadas ao aumento da HbF influenciam a ocorréncia de complicagdes clinicas na
AF, principalmente aquelas que levam a maior necessidade de hospitalizagédo, como
episodios de crise vaso-oclusiva e STA (CHAOUCH et al., 2016; EL-GHAMRAWY et
al., 2020; LETTRE et al., 2008; UPADHYE et al., 2016). Além disso, nosso estudo foi
o primeiro a demonstrar, em uma coorte bem caracterizada, que variantesem BCL711A
e HBS1L-MYB estao associadas a ocorréncia de outras complicacbes graves da
doencga, como AVC, osteonecrose, priapismo e Ulceras de perna, evidenciando o
impacto dessas variantes ndo apenas na modulacéo dos niveis de HbF, mas também
na predisposicdo a manifestagdes multissistémicas severas da AF. Esses achados
reforcam a importancia do perfil genético na estratificacao de risco e no entendimento
dos mecanismos bioldgicos subjacentes as complicagdes da doencga.

Para avaliar o efeito combinado das quatro variantes analisadas neste estudo,

criamos um escore de risco genético (ERG), que considera o impacto cumulativo dos
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alelos de risco (isto €, os alelos ndo associados a niveis elevados de HbF). Nossos
resultados indicam que o ERG esta fortemente associado aos niveis de HbF e ao risco
de desenvolvimento de todas as complicagdes clinicas avaliadas. Em nossa analise,
um numero crescente de alelos de risco correlacionou-se a niveis mais baixos de HbF
e a um risco aumentado de complicagbes, enfatizando o efeito cumulativo dos

moduladores genéticos da HbF na gravidade da AF.

De maneira semelhante, Milton et al. (2014) desenvolveram um conjunto de 14
modelos de risco genético, incorporando multiplos SNPs nos genes BCL11A, HBS1L-
MYB e no cluster de receptores olfativos, os quais explicaram mais de 20% da
variabilidade nos niveis de HbF em diferentes coortes (MILTON et al., 2014). Além
disso, uma abordagem alternativa de ERG, integrando quatro variantes envolvendo
os genes BCL11A, HBS1L-MYB e o cluster da beta-globina, em uma unica variavel
quantitativa, g(HbF), demonstrou correlagdo com niveis de HbF elevados, além de
estar associada a uma menor taxa de hospitalizagcbes e maiores niveis de
hemoglobina (GARDNER et al., 2018). Em populacgdes brasileiras com AF, um escore
de alelos benéficos (incluindo SNPs em BCL11A e HBS1L-MYB) foi correlacionado
positivamente com os niveis de HbF e com uma redug¢ao no numero de complicagbes
(LEONARDO et al., 2016).

Nossos achados reforcam essas observagcbes e trazem novos insights,
demonstrando uma associagao significativa entre o0 ERG e multiplas complicagbes
clinicas da AF. Ao integrar multiplos loci de risco, 0 ERG melhora a precisao preditiva
e oferece maior potencial para estratificacdo de risco na AF. Essas observagdes
ressaltam a importancia de considerar a contribuicdo conjunta de multiplos SNPs para
prever o risco de complicagbes graves na doencga. Apesar da influéncia dessas
variantes genéticas nos niveis de HbF, uma proporgao significativa da variabilidade
permanece inexplicada. Essa herancga ausente pode ser atribuida a interagdes gene-
gene, modificagbes epigenéticas ou a presenga de variantes raras com efeitos
pequenos, mas relevantes. Nesse sentido para entender como altos niveis de Hb F
afeta o perfil transicional eritroide e identificar possiveis novos moduladores da globina
gama, realizamos uma analise de sequenciamento do RNA (RNAseq) em reticuldcitos
de pacientes com AF e niveis variados de Hb F

A analise de expressao génica identificou 89 genes diferencialmente expressos

(DEGs) entre os grupos, dos quais a maioria foi regulada positivamente. O gene
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CLEC12A foi um dos mais diferencialmente expressos, enquanto o gene HBG2, que
codifica uma das cadeias da HbF, também apresentou maior expressao no grupo de
Hb F elevado. Curiosamente, varios DEGs foram enriquecidos em vias relacionadas
a inflamacéo, defesa celular e resposta imune, incluindo PYCARD, BTNLS8, PAK1,
TYROBP, TRAT1, NINJ1, IFNAR2-IL10RB, CFP, PRAM1, SH2B2, SPG21, CMKLR1.
A principal fungéo dos eritrocitos humanos esta relacionada ao transporte e entrega
de oxigénio. No entanto, evidéncias crescentes sugerem que essas células também

desempenham um papel fundamental em diversos aspectos do sistema imunoldgico.

A analise do transcriptoma de células eritroides nucleadas humanas
provenientes da medula éssea adulta, do sangue do cordao umbilical e do parénquima
hepatico fetal revelou uma grande similaridade na expressdo génica com o0s
reticulocitos, com enriquecimento de diversos genes em termos relacionados a
imunidade (PERIK-ZAVODSKII et al., 2022). A alta expressdo de PYCARD foi
identificada nas ultimas fases de maturagdao dos precursores eritroides nucleados
humanos (MELLO et al., 2019). Essas observagdes corroboram a hipotese de que
células da linhagem eritrocitica humana, incluindo os reticuldcitos, possuem potencial

para participar de mecanismos de resposta imune e inflamacéo.

Varios genes foram enriquecidos em termos associados a
polimerizagao/despolimerizag¢ao e organizacao da actina. PAK1, WASH6P, WASHC1,
MSRB1 e MSRB2 estavam todos regulados positivamente no grupo com altos niveis
de Hb F, e de acordo com a fungdo desses genes, esse achado sugere que 0s
reticulécitos com altos niveis de Hb F podem apresentar melhor reologia celular, maior
estabilizagao do citoesqueleto e redugao na geracao de espécies reativas de oxigénio.
Esses achados estdo de acordo com o fato de que niveis elevados de Hb F na AF,
sejam basais ou induzidos pela HU, estdo associados a uma melhor reologia dos
eritrocitos falcizados (BALLAS; CONNES, 2018). Além disso, a Hb F, ao reduzir a
falcizagao intravascular, leva a redugao do estresse oxidativo e ao aumento da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) (DASGUPTA et al., 2010).

Observamos que, no grupo com altos niveis de Hb F, os genes EPB41L4A e
DACT1 estavam regulados negativamente, enquanto o gene WLS estava regulado
positivamente. EPB41L4A, DACT1 e WLS estdao envolvidos na regulagédo do
citoesqueleto e na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, sugerindo que altos niveis de

Hb F podem estar associados a ativacdo dessa via (BANZIGER et al., 2006;
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CHEYETTE et al., 2002; ZHANG et al., 2020). A via Wnt/B-catenina regula processos
celulares essenciais, incluindo a diferenciagdo de células hematopoiéticas. Sua
ativagdo em eritrécitos humanos foi associada a maior flexibilidade e resisténcia da
membrana celular, além de aumento do tempo de vida (SIMAN-TOV et al., 2021).
Além disso, foi observado que a proteina ANTXR1 pode influenciar a expressao da
gama globina por meio da via Wnt/B-catenina, indicando um possivel papel desta via
na regulagdo dos niveis de Hb F (JIN et al., 2022a, 2022b). Com base nisso,
sugerimos que a ativagao da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina pode contribuir para a
melhora da fungcdo do citoesqueleto eritrocitario na AF, e esse efeito pode estar
relacionado, em certa medida, a regulagao da expressao da gama globina e aos altos
niveis de Hb F.

O RNAseq € uma metodologia que pode detectar genes expressos e quantificar
versdes alternativas de genes individuais. Assim, identificamos 168 transcritos
diferencialmente expressos pertencentes a 162 genes exclusivos. O transcrito mais
regulado positivamente foi NEDD4L-225, transcrito pelo gene NEDDA4L, que esta
envolvido em processos como endocitose, transporte vesicular e regulagao positiva
de processos multicelulares. Esse gene codifica uma proteina que medeia a
ubiquitinagcdo de multiplos alvos, direcionando-os para a degradacéo lisossomal (XIE
et al., 2021). Um estudo recente avaliando o transcriptoma de reticulécitos na AF
identificou NEDDA4L, entre 54 genes cuja expressao eritroide estava associada a uma
eritropoiese mais eficaz, refletida por niveis mais altos de hemoglobina e hematdcrito.
A maioria desses genes estava relacionada a ubiquitinagdo de proteinas, sugerindo
que a regulacao positiva desse processo pode reduzir o dano oxidativo causado pela
polimerizagdo da Hb S nos eritrocitos (ZHANG et al., 2023).

Dentre os transcritos regulados negativamente, encontramos o KDM1A-207
(LSD1), o qual foi enriquecido em vias bioldgicas relacionadas com processos de
metabolismo e transcricdo de RNA. O gene KDM1A promove a desmetilacdo de
lisinas, especialmente na histona H3, contribuindo para a repressao epigenética da
expressdo génica. Esse gene é essencial para o desenvolvimento normal dos
eritrocitos e faz parte de um complexo, juntamente com o BCL11A, associado a
repressao da expressao da gama globina (THIJS et al., 2020; XU et al., 2013). A
inibicao farmacoldégica do KDM1A, por meio de inibidores como tranilcipromina (TCP)

e RN-1, demonstrou aumentar a expressdao da gama globina em progenitores
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eritroides humanos e modelos animais (RIVERS et al., 2015; SHI et al., 2013).
Portanto, nossos achados confirmam que a redugédo da expressao de KDM1A esta
associada a niveis mais elevados de Hb F, reforcando seu papel como um regulador

epigenético da expressédo da gama globina.

Por fim, outro transcrito regulado negativamente, ASH71L-214, esta envolvido
em modificagdes epigenéticas por meio de sua atividade metiltransferase de histonas.
Esse gene foi identificado como um possivel regulador da beta globina na (-
talassemia, estando correlacionado com a diferenciagdo de progenitores eritroides
humanos e a expressao da beta globina (BRETON et al., 2016). Nossos achados
sugerem que ASH1L também pode desempenhar um papel na regulacdo da gama

globina, embora essa hipotese ainda precise de validagao experimental.

O uso de reticuldcitos pode representar uma limitacao, pois essas séo células
mais tardias na diferenciacao eritroide, podendo diferir dos precursores eritroides
iniciais encontrados na medula 6ssea. No entanto, eles mantém um perfil de
expressao génica semelhante ao dos precursores hematopoiéticos, o que os torna
uma populacdo celular adequada para investigar a sintese de hemoglobina. Além
disso, a falta de validagdo experimental dos genes diferencialmente expressos
constitui uma limitagdo do nosso estudo. Assim, analises adicionais em coortes
maiores ainda sao necessarias para confirmar e aprofundar as associagdes

identificadas.

Em resumo, nosso estudo revela novas evidéncias sobre o papel das variantes
genéticas de BCL11A e HBS1L-MYB na modulacao dos niveis de HbF e no risco de
complicagdes clinicas graves da AF. Além disso, o padrao de expressao sugere que
reticulocitos de pacientes com niveis elevados de Hb F apresentam melhora na
reologia celular, estabilizagdo do citoesqueleto e redugdo da geracéo de espécies
reativas de oxigénio. A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina pode estar mais ativa em
pacientes com altos niveis de Hb F, contribuindo para melhores parédmetros de
reologia celular. Finalmente, o transcrito de KDM1A, foi regulado negativamente em
altos niveis de Hb F, confirmando seu papel na regulagado da gama-globina, enquanto
o gene ASH1L pode ser um potencial modulador da gama globina. Assim, a
identificacdo de genes e vias biologicas associadas pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas para a indugao da HbF, o que

poderia representar um avango no manejo da doenga.
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6 CONCLUSOES

Os polimorfismos nos genes BCL11A (rs4671393, rs1427407, rs11886868) e HBS1L-
MYB (rs9399137) estao significativamente associados aos niveis de Hb F, reforcando
seu papel como moduladores genéticos da expressao da y-globina;

Esses polimorfismos estdo independentemente associados ao risco e a incidéncia
cumulativa de complicag¢des clinicas da AF, incluindo AVC, osteonecrose, ulceras de
perna, priapismo e sindrome toracica aguda;

Um escore de risco genético, refletindo o efeito combinado dessas variantes, esta
significativamente associado aos niveis de Hb F e ao risco de desenvolvimento de
complicagdes clinicas da AF, sugerindo seu potencial como ferramenta preditiva na
pratica clinica;

Foram identificados 89 genes diferencialmente expressos e 168 transcritos
diferencialmente expressos entre os grupos de pacientes com niveis altos e baixos de
Hb F;

A anotacéo funcional dos genes e transcritos diferencialmente expressos revelou que
niveis elevados de Hb F estdo associados a expressao de genes envolvidos em
diversos processos bioldgicos, como resposta imune, inflamagao, organizagao do
citoesqueleto, equilibrio redox, apoptose, transducdo de sinais intracelulares e
expressao de RNA;

O perfil de expressao génica dos reticulécitos de pacientes com Hb F elevada sugere
melhora na reologia celular, estabilizacdo do citoesqueleto e redu¢ao da geracao de
espécies reativas de oxigénio, fatores que podem contribuir para a protegdo contra
complicacbes da AF.

A ativacao da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina pode estar relacionada a melhores
parametros de reologia celular em pacientes com Hb F elevada, reforgcando o papel
dessa via na modulagao da estrutura e fungao eritrocitaria.

O transcrito do gene KDM1A apresentou expressao reduzida no grupo com Hb F

elevada, confirmando seu papel na regulagédo da expressao da y-globina.
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2023 - Atual Influéncia de SNPs nos genes CYP (1-3) sobre as concentragdes de hemoglobina fetal em pacientes
adultos com AF

Descrigdo: A hemoglobina Fetal (HbF), um modulador da gravidade da anemia falciforme (AF), predomina
no periodo fetal e, apds o nascimento, deve representar menos de 2 das hemoglobinas totais. Entretanto,
ainda por razdes ndo completamente compreendidas, alguns individuos apresentam sintese continuada
da HbF na vida adulta e individuos com AF com percentuais mais elevados dessa Hb apresentam
tendéncia a um curso clinico mais brando. Atualmente, um dos poucos medicamentos aprovados para
otratamento das comorbidades da AF € a hidroxiuréia (HU), cuja agdo também esta relacionada aos
aumento da concentragé@o de HbF. Estudos tem sido conduzidos com o intuito de identificar SNPs
quepossam, de certa forma, influenciar a resposta de pacientes com AF diante da terapia com HU. Alguns
estudos avaliaram diferentes SNPs em genes candidatos a moduladores da variagdo da concentragdo da
HbF, com destaque para SNPs em um membro da familia do citocromo P450 (CYP2C9) e na aquaporina
9 (AQP9). As enzimas do citocromo P450 humano (CYP) além de desempenharem fungdes relevantes,
tais como a desintoxicagdo de medicamentos, no metabolismo celular e na homeostase, também
influenciam significativamente as respostas aos medicamentos e fungdes alteradas das CYPs tem sido
associada a reagdes adversas a medicamentos e a redugéo da eficacia dos medicamentos.Polimorfismos
genéticos e alteragdes epigenéticas nos genes CYP, bem como, fatores ambientais e socioeconémicos
podem ser responsaveis #8203;#8203;por variagdes observadas entre pacientes e diferentes grupos
étnicos na eficacia terapéutica dos medicamentos. Dessa forma, o presente estudo tem por objetivos
investigar a possivel influéncia de SNPs nos genes CYP (1-3) sobre as concentrages de HbF em
pacientes adultos com AF em seguimento ambulatorial no Hospital do HEMOPE. Além disso, verificar a
existéncia de associagéo entre esses SNPs com as complicagoes clinicas observadas nesses
pacientes.Subprojeto vinculado ao Projeto "Avaliagdo farmacogendmica, efetividade e seguranca
relacionada a farmacogéomica integrada ao gerenciamento da terapia medicamentosa no SUS"
CNPq,processo #444090/2023-1, coordenado pela Profa. Dra.Patricia Moriel

Situagao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Gabriela da Silva Arcanjo; Aderson da Silva Aratjo; Antonio Roberto Lucena de Araujo; Igor
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(Responsavel); Eder de Carvalho Pincinato

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

2022 - Atual ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE RETICULOCITOS DE INDIVIDUOS COM ANEMIAFALCIFORME
COM PERFIS DE HEMOGLOBINA FETAL BASAL ALTA E BAIXA

Descrigdo: Individuos com anemia falciforme (AF), doenga autossdmica recessiva de carater inflamatorio
cronico, apresentam grande heterogeneidade clinica, variando de quadros brandos até quadros com
maior gravidade e inimeras intervengdes hospitalares. Evidéncias tem apontado o impacto de
moduladores moleculares na variabilidade clinica da doenga, sendo o mais bem aceito na literatura, os
niveis de hemoglobina fetal (HbF). Ainda por causas pouco compreendidas, alguns individuos apresentam
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Cell Ther - HTCT, 2024, v.46, p.S53 - S54

ARCANJO, GABRIELA S.; PEREIRA-MARTINS, DIEGO A; SILVA, ALEXSANDRO P; DINIZ, MADI V;
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ASSOCIACAO DE VARIANTES GENETICAS NO GENE KL E DOS NIVEIS SERICOS DE KLOTHO
SOLUVEL EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2023, Sao Paulo. HEMO - 2023. Hematology, Transfusion and
Cell Therapy, 2023, v.45, p.S66 - S66

SILVA, A. P; ARCANJO, G. S.; SENA, T. S;; DINIZ, M. V,; OLIVEIRA, L. E.; ARAUJO, A. S.; ANJOS,A. C.;
HATZLHOFER, B. L. D.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M. A. C.. ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO
RS10754558 DO GENE NLRP3 COM A OCORRENCIA DE COMPLICACOES CLINICAS EM PACIENTES
PEDIATRICOS COM ANEMIA FALCIFORME In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
Terapia Celular - HEMO, 2023, Séo Paulo. HEMO - 2023. S&o Paulo: Hematology, Transfusion andCell
Therapy, 2023, v.45, p.S58 - S59

RAFAEL, A. B. M.; BATISTA, T. H. C.; ARCANJO, GABRIELA S; ALCANTARA, B. V; SILVA, A. P;; DINIZ,
M. V.; ANJOS, A. C.; ARAUJO, A. S.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M. A. C.. ASSOCIATION OF
POLYMORPHISMS IN THE CAV1 GENE WITH CEREBROVASCULAR DISEASE IN PEDIATRIC
PATIENTS WITH SICKLE CELL ANEMIA In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular - HEMO, 2023, S&o Paulo. HEMO - 2023. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2023, v.45,
p.S563 - S564

BERTI, A. C. M.; RAMOS, V. S.; SOUZA-JUNIOR, L.; BERNARDINO, G. A.; ARCANJO, G. S.; GAZARINI,
L.; BEZERRA, MARCOS A;; SILVA, D. G. H.; BELINI-JUNIOR, E.. ENDOCANNABINOID SYSTEM AND
SICKLE CELL ANEMIA: CNR2 POLYMORPHISM IS ASSOCIATED WITH PRIAPISM In: Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2023, Sao Paulo. HEMO - 2023.
Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2023, v.45, p.S54 - S55

SILVA, E. S.; PEDROZA, L. A. L;; DINIZ, M. V,; SILVA, A. P; SILVA, D. R. C.; ROSA, S. P. F.; ARCANJO,
GABRIELA DA SILVA; BEZERRA, M. A. C.. GRANULOS VERDES BRILHANTES: RELATO DE TRES
CASOS CLINICOS COM DESFECHOS DIVERGENTES In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2023, Sao Paulo. HEMO - 2023. Hematology, Transfusion
andCell Therapy, 2023, v.45, p.S96 - S96

SILVA, D. M. L.; SOUZA, M. B. S.; ARAUJO, A. B. S.; ARCANJO, GABRIELA S; SILVA, A. P,
DOMINGOS, I. F.; DE ANCANTARA BRUNA VASCONCELOS ANJOS, ANA CLAUDIA MENDEONCA
DOS; ARAUJO, A R.L.; BEZERRA, M. A. C.. INVESTIGAGAO DA ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS
NOS GENES MMP2 E MMP9 COM COMPLICACOES CEREBROVASCULARES EM PACIENTES
PEDIATRICOS COM ANEMIA FALCIFORME In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
Terapia Celular - HEMO, 2023, Sdo Paulo. HEMO - 2023. Hematology, Transfusion and Cell Therapy,
2023, v.45, p.S41 - S42

ARCANJO, GABRIELA S; BATISTA, J. V. G. F,; OLIVEIRA, J. M. F;; DOMINGOS, |. F.; HATZLHOFER, B.
L. D.; ARAUJO, A. B. S.; ANJOS, A. C.; ARAUJO, A. S.; ARAUJO, A. R. L.; BEZERRA, M. A

ASSOCIATION OF VITAMIN D RECEPTOR (VDR) VARIANTS, HYDROXYUREA THERAPY, AND
CEREBROVASCULAR DISEASE STATUS ON 25-HYDROXYVITAMIN D (25(0OH)D) LEVELS IN
PATIENTS WITH SICKLE CELL ANEMIA In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular - HEMO, 2022, Sao Paulo. HEMO - 2022. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2022, v.44,
p.S39 - S40

SENA, K. N.; SOUZA, M. L. S.; ARCANJO, GABRIELA S; PACHECO, M. C. P. S.; SILVA, D. B. S.; SENA,

J.P; MACEDO B. G. S.; BRANDAO, R.; ARAUJO, A. R. L.; HATZLHOFER, B. L. D AVALIAGAO DOS

NIVEIS DE METAHEMOGLOBINA EM PESCADORES EXPOSTOS AO DERRAMAMENTO DE OLEO NO

LITORAL DE PERNAMBUCO In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular -

HEMO, 2022, Sao Paulo. HEMO - 2022. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2022, v.44, p.S34 -
4

SOUZA, M. L. S.; SENA, K. N.; ALVES, S. P. L; SILVA, A. P,; ARCANJO, GABRIELA S; MELO, J. P.B.;
ANDRADE, P. G. F.; BRANDAO, C. A.; ARAUJO, A. R. L.; HATZLHOFER, B. L. D..
HEMOGLOBINOPATIAS EM PESCADORES RESIDENTES NO LITORAL DO ESTADO DE
PERNAMBUCO In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2022,
Sé&o Paulo. HEMO - 2022. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2022, v.44, p.S34 - S35

WIDMER, R.; FERREIRA, A. |. B.; MONTEIRO, G. A. F;; LEITE, M. C. G.; FIDELIS, R. V,; FEITOSA, L. C,;
BRANDAO, C.; MELO, J. P. B.; ARCANJO, GABRIELA S; BEZERRA, M. A. C.. GRUPOS SANGUINEOS
E ALOIMUNIZACAQO: DESAFIOS DA TESTAGEM EM PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME E B-
TALASSEMIA In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2021,
Sé&o Paulo. HEMO - 2021. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2021, v.43, p.S482 - S483

https://lwwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata

417



08/02/2025, 13:47

Curriculo Lattes

Apresentacgao de trabalho e palestra

1.

ARCANJO, GABRIELA S.. Anemia Falciforme: Da mutagéo genética aos avangos terapéuticos, 2024.
(Conferéncia ou palestra,Apresentagéo de Trabalho)

ARCANJO, GABRIELA S. Diagnostico laboratorial das anemias, 2024. (Conferéncia ou
palestra,Apresentacao de Trabalho)

ARCANJO, GABRIELA S.. PARAMETROS LABORATORIAIS PARA DIAGNOSTICO DE
HEMOGLOBINAS VARIANTES, 2024. (Conferéncia ou palestra,Apresentagdo de Trabalho)

DA SILVA ARCANJO, GABRIELA. Paradigma terapéutico e terapias avangas para as doengas
falciformes, 2023. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Hemoglobinopatias - Talassemias, fisiopatologia, formas clinicas e diagnéstico
laboratorial, 2022. (Conferéncia ou palestra,Apresentagéo de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Moduladores genéticos na anemia falciforme: impacto nos eventos clinicos agudos e
cronicos, 2022. (Conferéncia ou palestra,Apresentacéo de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Diagndstico Laboratorial das Anemias Carenciais, 2021. (Conferéncia ou
palestra,Apresentacao de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Modulagdo Genética na Anemia Falciforme, 2021. (Conferéncia ou
palestra,Apresentagao de Trabalho)

ARCANJO, GABRIELA DA SILVA. VARIABILIDADE CLINICA NA ANEMIA FALCIFORME: PAPEL DOS
MODULADORES MOLECULARES, 2021. (Conferéncia ou palestra,Apresentagéo de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Aspectos fisiopatoldgicos, diagnostico laboratorial e perspectivas terapéuticas da
anemia falciforme, 2020. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

ARCANJO, G. S.. Diagnéstico laboratorial das hemoglobinas variantes, 2020. (Conferéncia ou
palestra,Apresentagao de Trabalho)

Producao técnica

Trabalhos técnicos

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica no V Congresso Brasileiro de Hematologia Clinico-
laboratorial - HEMATOCLIL, 2025

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica no IV Congresso Brasileiro de Hematologia Clinico-
laboratorial On-line - HEMATOCLIL, 2024

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Avaliadora do Il Congresso Brasileiro de Hematologia Clinico-
laboratorial On-line, 2023

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica do 30° Congresso de Iniciagdo Cientifica, 14° Congresso
de Iniciagdo ao Desenvolvimento Tecnoldgico e 11° Encontro de Iniciagdo Cientifica do Ensino Médio da
Universidade Federal de Pernambuco, 2023

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica no 31° Congresso de Iniciagéo Cientifica, 15° Congresso
de Iniciagédo ao Desenvolvimento Tecnoldgico, 2023

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica da XXVIII Semana da Biomedicina: Scientia et evolutio -
UFPE, 2022

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Avaliadora da 26 Ciéncia Jovem - Espago Ciéncia de Pernambuco,
2020

ARCANJO, GABRIELA S. Comissao Cientifica da XXVI Semana de Biomedicina: Saude, Ciéncia e
Sociedade - UFPE, 2020

Demais produgdes técnicas

1.

DA SILVA ARCANJO, GABRIELA. Diagnostico laboratorial de hemoglobinas variantes, 2024. (Extensao,
Curso de curta duragdo ministrado)

Orientagdes e Supervisoes

Orientacdes e supervisoes

Orientagoes e supervisdes concluidas

Trabalhos de conclusédo de curso de graduagao

1.

<5 STEPHANE CAROLINE SILVA PESTANA. CRISPR COMO FERRAMENTA TERAPEUTICA NA
TALASSEMIA BETA: UMA REVISAO INTEGRATIVA. 2024. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal
de Pernambuco

<5 AMANDA BEZERRA DE SA ARAUJO. CRISPR-CAS9 COMO FERRAMENTA TERAPE_UTICA NA
ANEMIA FALCIFORME: ABORDAGENS MODULATORIAS DO BCL11A PARA ELEVAGAO DA
HEMOGLOBINA FETAL. 2024. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

< LIVIA VIRGINNIA DAS CHAGAS SOUZA. NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA A
ANEMIA FALCIFORME: UMA REVISAO DE LITERATURA. 2024. Curso (Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Federal de Pernambuco

<> GABRIEL LUCIO GUIMARAES DOS SANTOS. VARIAGOES GENETICAS ASSOCIADAS A
PERSISTENCIA DA HEMOGLOBINA FETAL: UMA VANTAGEM CLINICA NA BETA-TALASSEMIA.
2024. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

< TALITA DOS SANTOS SENA. ANAL!SE DA INFLUENCIA DO POLIMORFISMO RS10754558 DO
GENE NLRP3 NA VARIABILIDADE CLINICA DE PACIENTES PEDIATRICOS COM ANEMIA
FALCIFORME. 2023. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

@ Leticia Eduarda de Oliveira. Anélise da influéncia dos haplétipos Bs e da alfa talassemia na
variabilidade clinica de pacientes pediatricos com anemia falciforme. 2023. Curso (Biomedicina) -
Universidade Federal de Pernambuco

<> Karla Roberta Soares Rodrigues. Impacto da infecgao pelo SARS-CoV-2 em pacientes com anemia
falciforme. 2023. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

< Lorenny Barbara Guedes de Souza. PREVALENCIA DE ALFA TALASSEMIA ENTRE PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME NO BRASIL. 2023. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de
Pernambuco

< CARLOS EDUARDO FERREIRA PACHECO. UTILIZAGAO DE ACALABRUTINIBE EM PACIENTES
COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA REFRATARIA/RECIDIVANTE: UMA REVISAO. 2023. Curso
(Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

< Maria |zabel Salvador de Lima. O USO DE CRIZANLIZUMABE PARA PREVENGAO DE CRISES
VASO OCLUSIVAS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME: UMA REVISAO. 2022. Curso
(Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

<> Jonathas Emanuel Santos Nogueira. Analise da Associagao do Polimorfismo rs243865 do Gene
MMP2 no Desenvolvimento de Doenga Cerebrovascular em Pacientes Pediatricos com Anemia
Falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

< Paloma Gabriely Ferreira Andrade. Andlise da influéncia do polimorfismo K173Q (rs1044498) do
gene ENPP1 no di Ivi 1to de doenga cerebr lar em i pediatricos com
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Eventos

Bancas

Curriculo Lattes

anemia falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco. Inst. financiadora:
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

13. < Mislane Iva Da Cruz. | i 6mi dos pelas ulceras de perna em pacientes
com Anemia Falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

14. < Jodo Paulo Britto de Melo. Investigagao da associagdo de polimorfismos do gene SELP com a
modulagéo do quadro clinico de pacientes com anemia falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) -
Universidade Federal de Pernambuco

15. < Manuela Albuguerque de Melo. Investigacéo da Assoclagao de Polimorfismos do Gene VDR com
a ocorréncia de Ulceras em Paci om A ia Falciforme. 2021. Curso
(Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco. Inst. financiadora: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

16. < Bruna Vasconcelos de Alcantara. Investlgagao da assoaagao do polimorfismo rs2238432 do gene
ADCY9 com o di de em pacientes pediatricos com anemia
falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco. Inst. financiadora:
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

17. < Denilson Rodrigues dos Santos. Uso Da Hidroxiureia No Tr De Paci ComA
Falciforme. 2021. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco

Orientagoes e supervisées em andamento

Trabalhos de conclusdo de curso de graduagao

Eventos

1. Emely Tavares De Santana E Maria Haydeé De Andrade Ramos. ANEMIA DA DOENGA CRONICA
ASSOCIADA A INFECGOES OPORTUNISTAS EM PACIENTES VIVENDO COM HIV. 2024. Curso
(Biomedicina) - APESU Ensino Superior de Pernambuco Ltda

2. Edilma Gomes Da Silva Carvalho e Jeniffer Pollyanna Da Silva. ANEMIA FERROPRIVA NA INFANCIA
CAUSAS, CONSEQUENCIAS E DIAGNOSTICO LABORATORIAL. 2024. Curso (Biomedicina) - APESU
Ensino Superior de Pernambuco Ltda

3. < Lais Macédo Maciel. O PAPEL DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA MODULAGAO CLINICA DA
ANEMIA FALCIFORME: REVISAO SISTEMATICA E METANALISE. 2024. Curso (Biomedicina) -
Universidade Federal de Pernambuco

4. < Nubia Rafaelle Marques Felix da Silva. 0 USO DO VOXELOTOR NO TRATAMENTO DE PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME: UMA REVISAO. 2024. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal de
Pernambuco

Participagao em eventos

Bancas

1. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2023. (Congresso)
Association of polymorphisms in the CAV1 gene with cerebrovascular disease in pediatric patients with
sickle cell anemia.

2. Novos tratamentos e novas opgdes de seguimento para Doenca Falciforme, 2023. (Exposicéo) .
3. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) | Workshop in Genetics and Molecular Biology, 2022.

(Simpdsio) Analise do transcriptoma de reticulécitos de individuos com anemia falciforme com perfis de
hemoglobina fetal basal alta e baixa.

Participagao em banca de trabalhos de conclusao

Graduacao

1. ARCANJO, GABRIELA SILVA; FERNANDES, P. H. E.; LIMA, B. S.. Participagdo em banca de FABIANA
ALVES DA SILVA. A OCORRENCIA DE ANEMIAS NO PERIODO GERIATRICO: UMA REVISAO
INTEGRATIVA, 2024. (Biomedicina) APESU Ensino Superior de Pernambuco Ltda.

2. ARCANJO, GABRIELA S.; AGUIAR, A. M. G.; COELHO-SILVA, J. L.. Participagdo em banca de
MARCOS AUGUSTO XAVIER DE MELO. ASPECTOS CLINICOS E MOLECULARES DA LEUCEMIA
MIELOMONOCITICA CRONICA (LMMC), 2024. (Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco.

3. ARCANJO, GABRIELA SILVA; FERNANDES, P. H. E.; LIMA, B. S.. Participagéo em banca de FABIO DA
SILVA TENORIO 0 IMPACTO DA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA EM CRIANGCAS NO BRASIL: UMA
REVISAO INTEGRATIVA, 2024. (Biomedicina) APESU Ensino Superior de Pernambuco Ltda.

4. ARCANJO, GABRIELA S.; AGUIAR, A. M. G.; FRANCA NETO, P. L.. Participagdo em banca de
MARCELA TEMPORAL BESSONI. O IMPACTO DE MODIFICAGOES POS-TRANSCRICIONAIS EM
RNA MENSAGEIRO NA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA, 2024. (Biomedicina) Universidade Federal de
Pernambuco.

5. HATZLHOFER, B. L. D.; MACHADO, D. C.; ARCANJO, G. S.. Participagdo em banca de Viviane Kelly de
Albuquerque Lima. INFLUENCIA DE FATORES PRO-TROMBOTICOS NO QUADRO CLINICO DE
PACIENTES HEMOFILICOS DO TIPO A, 2023. (Ciéncias Biolégicas) Universidade Federal de
Pernambuco.

6. ARCANJO, GABRIELA DA SILVA; RIBEIRO, I. S.; SEVERO, B.. Participagdo em banca de Ewerton
Raika ArauJo de lea Menmglte crlptocoa a : uma revisao sobre o aspecto epidemiolégico,
Gstico e pr i 2023. (Biomedicina)

Universidade Federal de Pernambuco.

7. FRANCANETO, P. L.; AGUIAR, A. M. G.; ARCANJO, GABRIELA S.. Participagdo em banca de Milena
Porfirio Rodrigues. Ocorréncia simultanea da translocagao BCR-ABL1 e mutagdo JAK2V617F: uma
revisdo narrativa, 2023. (Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco.

8. ARCANJO, GABRIELA DA SILVA; BEZERRA, MARCOS ANDRE CAVALCANTI; FRANCANETO, P. L..
Participagdo em banca de LIDIANE PALOMA SANTOS. ANEMIA HEMOLITICA AUTOIMUNE INDUZIDA
PELO USO DA FLUDARABINA EM PACIENTES COM LLC ATIVA, 2022. (Biomedicina) Universidade
Federal de Pernambuco.

9. ARCANJO G. S BEZERRA M F ARAUJO A R. L Pammpagao em banca de Lilian Cassemiro

Feitosa. liagao da fr do polimorfismo WT1 SNP rs15754 em
pacientes adultos com leucemia mleloude aguda 2022. (Biomedicina) Universidade Federal de
Pernambuco.

-

0. REBECCHI, I. M. M.; FERNANDES, T. A. A. M.; ARCANJO, GABRIELA S.. Participagdo em banca de
Julia Costa Gorgonlo 0O GENE KLF E SUA INFLUENCIA NA ANEMIA FALCIFORME: REVISAO
LITERARIA, 2022. (Farmécia) Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

11. REBECCHI, I. M. M.; FERNANDES, T. A. A. M.; ARCANJO, GABRIELA S.. Participagdo em banca de
RAICA DOMINIQUE MARIANA GOMES DA COSTA BRAZ. UMA REVISAO SOBRE O GENE CD36 E
SUA INFLUENCIA EM CRISES VASO- OCLUSIVAS DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME,
2022. (Farmacia) Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

-

2. DOMINGOS, IGOR F.; ARCANJO, GABRIELA DA SILVA; REBECCHI, I. M. M.. Participacdo em banca
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ANEXO A - PARECER DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA UFPE

4244  UFPE- UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - Plataforma
CAMPUS RECIFE - g%“"'
UFPE/RECIFE

Contcé J= soca
ampesostsa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE RETICULOCITOS DE INDIVIDUOS COM
ANEMIA FALCIFORME COM PERFIS DE HEMOGLOBINA FETAL BASAL ALTA E

Pesquisador: GABRIELA DA SILVA ARCANJO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 42396621.0.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.620.529

Apresentacao do Projeto:

O projeto intitulado “Analise do transcriptoma de reticulécitos de individuos com anemia falciforme com
perfis de hemoglobina fetal basal alta e baixa” foi apresentado ao Programa de Pés-Graduagdo em Genética
da Universidade Federal de Pernambuco, pela estudante Gabriela da Silva Arcanjo, sob a orientagdo do
Prof. Dr André Cavalcanti Bezerra. Trata-se de um estudo do tipo transversal com comparagao de grupos, a
ser realizado no periodo de abril/2021 até dezembro/2023. O trabalho sera desenvolvido no setor de
Hematologia e Biologia Molecular do Laboratério Central do Centro de biociéncias da Universidade Federal
de Pernambuco, onde serdo realizados os testes moleculares. A Fundagao de Hematologia de Pernambuco-
HEMOPE sera coparticipante, nesta instituigdo, as amostras serdo coletadas e realizadas as analises dos
prontudarios dos pacientes participantes. Obedecendo a critérios estabelecidos, serdo selecionados 05
individuos com perfis de HbF basal alta (>20%) e 05 individuos com perfil de HbF basal baixa (<5%). Para a
coleta, sera feito contato telefénico para orientagéo e recrutamento dos participantes. Serdo coletados 12
mL de sangue: 4 mL para analises laboratoriais € 8 mL para analises moleculares. O RNA extraido dos
reticulécitos sera avaliado por meio da metodologia de sequenciamento de RNA na plataforma HiSeq 2500
Illumina. Os bancos de dados do sequenciamento serdao analisados através da ferramenta Htseqg-count, o
ambiente de

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

RECIFE, 30 de Marg¢o de 2021

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
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ANEXO B - PARECER DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA HEMOPE

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE RETICULOCITOS DE INDIVIDUOS COM
ANEMIA FALCIFORME COM PERFIS DE HEMOGLOBINA FETAL BASAL ALTA E

Pesquisador: GABRIELA DA SILVA ARCANJO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 42396621.0.3001.5195

Instituicdo Proponente: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Pernambuco -
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.715.364

Apresentacao do Projeto:

Projeto de pesquisa de doutorado da UFPE do programa de Pds -Graduagdo em Genetica da UFPE.A
hipétese do trabalho é que existam genes diferencialmente expressos envolvidos na modulag&o dos niveis
de hemoglobina fetal em pacientes com anemia falciforme e baixos e altos niveis basais dessa
hemoglobina.Os resultados

obtidos com este estudo poder&o ser Uteis na busca de novos alvos farmacolédgicos para tratar e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes comAF, visto que irdo auxiliar no entendimento de como a HbF é mantida
elevada mesmo em individuos adultos

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

RECIFE, 17 de Maio de 2021

Assinado por:

Maria Iraci Buarque Valenca
(Coordenador(a))
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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VIRTUS IMPAVIDA
L A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “ANALISE DO
TRANSCRIPTOMA DE RETICULOCITOS DE INDIVIDUOS COM ANEMIA FALCIFORME COM PERFIS
DE HEMOGLOBINA FETAL BASAL ALTA E BAIXA”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora
Gabriela da Silva Arcanjo (Enderego: Laboratério Central-Labcen UFPE, Avenida da Engenharia, SN,
Cidade Universitaria, Recife - 50.740-600) e sob a orientagdo do professor Dr. Marcos André Cavalcanti
Bezerra. Também participam desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Araujo e Dr. Antonio Roberto Lucena
de Araujo.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas
quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagao do estudo, pedimos que
rubrigue as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via Ihe sera entregue
e a outra ficara com o pesquisador responsavel. O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como
sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» A anemia falciforme é uma doencga grave que altera células do seu sangue, provocando dores, 0
que pode estar interferindo em suas atividades do dia a dia. Esta doenga é causada pela presenca
de uma hemoglobina alterada (molécula importante para o funcionamento das células do sangue),
a hemoglobina S. Porém, alguns pacientes com anemia falciforme possuem quantidade elevada
de uma hemoglobina normal, chamada de hemoglobina fetal. Tem sido observado que estes
pacientes apresentam menos complicac¢des clinicas da doenca. Dessa forma, o objetivo do nosso
trabalho é entender por que estes pacientes possuem maiores niveis de hemoglobina fetal e como
isto pode atuar na ocorréncia das complica¢cdes da doenca. Dessa forma, gostariamos que vocé
doasse 12 ml de sangue (quantidade correspondente a 3 tubos pequenos de coleta de sangue),
obtidos usando agulhas e seringas descartaveis, coletados por profissionais capacitados, uma
unica vez durante sua vista de rotina ao HEMOPE - Recife - PE. Gostariamos ainda de solicitar
sua autorizagao para utilizagdo dos dados clinicos coletados em prontuarios durante seu periodo
de acompanhamento clinico no HEMOPE — Recife - PE.

» O risco por nos avaliado é que em fungdo da coleta de sangue, pode haver a formagdo de um
pequeno hematoma local, além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.
Isto pode ser amenizado colocando compressas de gelo nas primeiras horas apés a coleta, em
seguida, podem ser colocadas compressas mornas para ajudar a eliminar o hematoma mais
rapidamente. Além disso, existe a possibilidade de quebra de sigilo por meio da identificacdo dos
pacientes, ainda que involuntaria ou extravio dos exames dos prontuarios. A forma de amenizar é
por meio do compromisso, com a confidencialidade e sigilo dos dados coletados, garantindo que
as informagdes nao serao divulgadas fora desse projeto.

» Como resultado desta pesquisa nao estéo previstos beneficios diretos para vocé, entretanto, como
beneficio indireto os dados obtidos com este estudo poderdo ser uteis na busca de novos
medicamentos com alvos eficientes e poucas reagdes adversas para tratar e melhorar a qualidade
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de vida dos pacientes com anemia falciforme.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar
do estudo e que esta decisdo nao acarretara penalizagéo por parte dos pesquisadores. As informagdes
desta pesquisa serdo confidenciais e serado divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo
havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo. Os dados coletados
nesta pesquisa ficarao armazenados em computador pessoal sob a responsabilidade do pesquisador
responsavel, no enderego acima informado, pelo periodo minimo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Nada |Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é
voluntaria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participagao serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentagéo). Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida
da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 — e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br), ou o Comité de Etica em Pesquisa do HEMOPE, no
endereco: (Rua Joaquim Nabuco, 171, Gracas, Recife — PE, CEP: 52011-000, Tel.: (81) 3182.4771 — e-
mail: cep.hemope@gmail.com).

(Local e data)

(Assinatura do pesquisador)


mailto:cephumanos.ufpe@ufpe.br
mailto:cep.hemope@gmail.com
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar no
estudo “ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE RETICULOCITOS DE INDIVIDUOS COM ANEMIA
FALCIFORME COM PERFIS DE HEMOGLOBINA FETAL BASAL ALTA E BAIXA”, como voluntario (a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelos pesquisadores sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes da minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do (a) participante

Presenciamos a solicitagao de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do voluntario
em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO D — NORMAS PARA PUBLICAGAO NA BRITISH JOURNAL OF
HAEMATOLOGY

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652141/homepage/forauthors.html
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