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RESUMO

A anemia falciforme é a doenca hematoldgica genética mais comum, sendo
diagnosticada em aproximadamente 305.000 nascimentos por ano e com milhdes de
pessoas afetadas em todo o mundo. E um importante contributo para a mortalidade
de menores de 5 anos nos paises de baixa renda.

Nesse estudo pretendemos analisar a associacdo de cinco SNPs com 21 aspéctos
clinicos e hematologicos da SCD e a resposta & HU, em populacdo de criancas
angolana. Para isso, selecionamos SNPs, encontrados em genes em trans
(rs11759328 (ARHGAP), rs333 (CCR5), rs10793902 (ASS1), rs9483947 (MAP3K5) e
rs836729 (Tox)) e estao relacionados com a gravidade da doenca, aos niveis de HbF,
a resposta a HU e na modulac&o da expressao de genes da globina.

Na associacdo entre os gendtipos e os fendtipos para o SNP rs10793902 (ASS1)
encontramos ligeiro aumento da bilirrubina indireta e uma diminuicdo dos episédios
de AVCs, e para o SNP rs9483947 (MAP3K5) um aumento significativo de LDH.
Nossos achados ndo demonstraram associacdo do SNPs com a resposta a HU.
Sendo essas associacdes relelevantes para o prognostico da doenca, consideramos
gue essa descoberta possa abrir caminho para futuras investiga¢des, principalmente
em outros biomarcadores que regulam a expressdo dos genes onde encontram-se
esses SNPs. Para verificar a associagdo dos SNPs e a resposta a HU, consideramos
importante 0 aumento da populacao tratada, o periodo entre a administracdo do
farmaco e a colheita da amostra. Com base nesses novos achados e sua importancia,
podemos buscar de novos biomarcadores que beneficiem milhares de pacientes
afetados pela SCD.

ABSTRACT

Sickle cell anemia is the most common genetic hematologic disease, being diagnosed
in approximately 305,000 births per year and with millions of people affected
worldwide. It is an important contributor to under-5 mortality in low-income countries.

In this study, we intend to analyze the association of five SNPs with 21 clinical and
hematological aspects of SCD and the response to HU, in a population of Angolan
children. For this, we selected SNPs, found in trans genes (rs11759328 (ARHGAP),
rs333 (CCR5), rs10793902 (ASS1), rs9483947 (MAP3KS5) and rs836729 (Tox)) and
are related to disease severity, to HbF levels, the response to HU and in the
modulation of the expression of globin genes.

In the association between genotypes and phenotypes for SNP rs10793902 (ASS1)
we found a slight increase in indirect bilirubin and a decrease in stroke episodes, and
for SNP rs9483947 (MAP3KD5) a significant increase in LDH. Our findings showed no
association of SNPs with the response to HU. As these associations are relevant for
the prognosis of the disease, we believe that this discovery may open the way for
future investigations, especially in other biomarkers that regulate the expression of
genes where these SNPs are found. To verify the association of SNPs and the
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response to HU, we consider important the increase in the population treated, the
period between drug administration and sample collection. Based on these new
findings and their importance, we can look for new biomarkers that benefit thousands
of patients affected by SCD.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Hemoglobinopatias, Genotipagem,PCR, SNPs.

KeyWords: Sickle Cell Anemia, Hemoglobinopathies, Genotyping, PCR, SNPs.
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1. Enquadramento Tedrico

1.1. Anemia Falciforme

A anemia das células falciformes, anemia falciforme, doenca das células
falciformes ou também chamada drepanocitose (SCD) é a doenca hematoldgica
genética mais comum, tem sido diagnosticada em aproximadamente 305.000
nascimentos por ano e com milhdes de pessoas atualmente afetadas em todo o
mundo (1).E um importante contributo para a mortalidade de menores de 5 anos
nos paises de baixa renda, particularmente na Africa subsaariana(2).

O fendtipo clinico da anemia das células falciformes foi observado pela primeira
vez em 1670 em uma familia africana(3) e estava presente na Africa por pelo
menos cinco mil anos e conhecido por muitos nomes em muitas linguas tribais(4),
mas somente em 1910, James B. Herrick M.D, documenta em um estudo das
indias Ocidentais, realizado na cidade de Chicago,um paciente de origem africana
com sintomas que desconhecia, ficando assim a doenca das células falciformes
conhecida no cenario médico ocidental como uma sendo uma doenca “estranha”
ou como Herrick a chamou, “uma nova doenga desconhecida”(5).(Fig-1)

Fig-1: “Essas microfotografias mostram as formas alongadas peculiares dos corpusculos vermelhos. As

formas de sombra ocasionais sdo vistas com alguns vermelhos nucleados. ... O nimero relativamente grande
de corpusculos brancos e de normoblastos ndo € mostrado por estescampos especificos”. Adaptado de (5)

A aparéncia falciforme dos eritrécitos intrigava os meédicos, pois relatos de casos
e artigos analiticos com caracteristicas clinicas detalhadas desse disturbio
envolviam sempre pessoas afro descendentes, ficando a doenca conhecida como
‘doenca negra’(6). Em 1927, foi relatado o mecanismo de formagédo de
foice,quando Hahn e Gillespie observaram que a hemoglobina falciforme em seu
estado desoxigenado assumia uma forma caracteristica “foice” (Fig - 2), que da
entdo o nome ao disturbio(7).



Somente em 1949, foi descoberta a natureza molecular da SCD, quando Linus
Pauling demonstrou pela primeira vez que a SCD é uma doenca molecular, que
pode ser causada pela anormalidade da hemoglobina no sangue do paciente(8).

Em 1957, Vernon Ingram relatou que no fragmento N-terminal da cadeia globina,
0 acido glutamico, um residuo carregado negativamente, na sexta posicao, €
substituido por valina, um residuo neutro(9).

Dando origem a variante genética da hemoglobina humana, a
hemoglobinafalciforme HbS.

Fig-2: Uma cultura de esfregaco hiimida do sangue do paciente quarenta e oito horas depois preparacao.
Praticamente todos os corpusculos vermelhos tém forma de foice. A aparente coloniza¢éo dos corpusculos
ao redor de areas granulares néo foi relatada anteriormente. (Adaptada de (7))

O eritrécito adulto normal contém trés formas de hemoglobina (Hb): HbA (96%),
HbA2 (2% a 3%) e HbF (<2%). A hemoglobina humana normal é uma proteina
tetramérica (a2B2) composta por duas cadeias a, codificadas por dois genes no
cromossoma 16, e duas cadeias (3, codificadas no cromossoma 11(Fig- 3).
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Fig-3: Genes da globina e a mudanca da express&o génica durante o desenvolvimento. (FONTE PROPRIA)

Cada uma das cadeias de globina é ligada ndo covalentemente a um nucleo de
porfirina, onde Ferro (Fe (1)) € coordenado no centro do anel. A associacdo e
dissociacdo sistemética de oxigénio com Fe (Il) ajustada a pressao parcial de
oxigénio dissolvido no sangue permite que a molécula de hemoglobina seja um
transportador de oxigénio dos pulmdes para os tecidos (Fig-4).

Ferro (Fe*) Grupo heme

Cadela
[+ 4

Globulo
Vermelho Cadela

p

Cadela o

Fig-4: Composi¢cdo da Hemoglobina (Imagem adaptada de https://blog.ekincare.com/2016/07/20/hemoglobin-
levels-and-its-significance/)
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A hemoglobina varia na sua composic¢ao das cadeias consoante o estado evolutivo
do ser humano. Assim, no embrido, a hemoglobina pode ser Hb Gower |
(€2 €2), Hb Gower 1l (02 €2) e Hb Portland (§2 y2), passando hemoglobina fetal
(HbF), no feto, com a composicdo HbF (a2 y2) e finalizando, na normalidade em
HbA1 (a2 B2) ou HbA2 (a2 62)(10).

A HbF é composta por duas cadeias a e duas cadeias y (a2y2). Os genes para as
cadeias 3, & e y estédo intimamente ligados uns aos outros no cromossomall.
Variagcbes nas hemoglobinas acarretam hemoglobinopatias,que sao disturbios
genéticos humanos em que as mutacdes nos genes da globina levam a
substituicdo, delecdo ou insercdo de aminoacidos nas cadeias polipeptidicas,
resultando assim em variantes da hemoglobina.

Existem 1346 variantes de hemoglobina descobertas até o momento, onde 315
variantes sao relatadas com disturbios funcionais, como afinidade diferencial para
ligagdo de oxigénio, tetrdmeros instaveis de hemoglobina ou formagdo de
metahemoglobina(3).

As variantes de hemoglobinas, ou hemoglobinopatias, sdo o resultante de
mutacdes que afetam 0s genes responsaveis pela sintese das cadeias de globina
gue formam a hemoglobina e que podem ser divididas em:

o Alteracfes quantitativas: com diminuicdo ou mesmo auséncia de uma ou mais
cadeias de globina e originando a talassemia;

o AlteracOes qualitativas: alteracdes estas que originam variantes estruturais das
hemoglobinas, nomeadamente as HbS, C, D ou outras.

As hemoglobinopatias séo as alteragdes monogénicas mais comuns encontradas,
atingindo cerca de 6% da populacdo mundial e sdo transmitidas de pais para filhos
de forma autossémica recessiva em sua maioria (11).

A maioria das variantes da hemoglobina é rara e sem manifestacao clinica, mas
algumas séo responsaveis por doencgas genéticas e uma delas € a SCD.

A hemoglobina falciforme (HbS) € um exemplo de uma variante genética da
hemoglobina humana, em que o acido glutdmico na sexta posi¢cao da cadeia 3 da
globina é substituido por valina, um residuo de aminoacido hidrofébico. Este € um
exemplo de mutagdo missense, onde uma unica mudanca de nucleotideo de A
para T em GAG, codao de acido glutamico, para GTG, codao de valina, resulta
em uma substituicdo de acido glutamico na sexta posi¢ao do 3 cadeia de globina
para valina. Esta substituicdo de aminoacidos presentes na HbS ira modificar a
carga elétrica da molécula, pelo fato de o &cido glutamico apresentar carga
negativa e a valina ser um aminoacido de carga neutra. ASCD é causada pela
polimerizacdo da HbS seguida de sua precipitacdo no interior das heméacias,



resultando em alteracdo na morfologia das heméacias sob baixas pressodes parciais
de oxigénio(3).

No estado heterozigético da SCD, um individuo carrega uma copia de um alelo
normal de 3 globina e um alelo falciforme.

Os eritrécitos desses individuos contém tanto a hemoglobina humana adulta
normal HbA quanto a HbS, assim esses individuos ndo sofrem de SCD. No estado
homozigotico os individuos contém duas copias do alelo falciforme, produzindo
somente HbS, onde suas moléculas de hemoglobina serdo compostas com ambas
as cadeias 3 como cadeias mutantes 3S e HbA.

A fisiopatologia da doenca esta resumida em vérias revisdes abrangentes. Mas
nao é mais valida a explicacdo simplista de que as células falciformes séo as
Unicas responsaveis por causar blogueio vascular ou oclusédo de vasos, uma vez
gue os eritrécitos assumem o formato das células falciformes apds desoxigenacéao
da célula(12).

Enquanto a vaso-oclusao é central para a compreenséo da doenca e pode causar
hipoxemia local com consequiente lesédo direta do tecido e inflamacao, a mutacéo
de um anico gene observada na doenca falciforme leva a alteracdes fisiol6gicas
complexas. Essas mudancas resultam nas manifestacdes clinicas protéicas da
doenca. Agora reconhecemos a SCD como uma condicdo ndo apenas
caracterizada por vaso-oclusdo, anemia e hemolise, mas também com inflamacéao
aumentada, hipercoagulabilidade, aumento do estresse oxidativo e metabolismo
defeituoso da arginina(13).

A SCD é também uma vasculopatia e apresenta a presenca de mudltiplas
deficiéncias nutricionais e de micronutrientes que afetam adversamente o
paciente. Na desoxigenacdo, a hemoglobina falciforme é insolluvel e sofre
polimerizacdo e agregacdo dos polimeros em fibras de hemoglobina que

produzem falciformacéo(14).

Assumindo uma forma rigida, as células podem ficar presas na micro circulacéo,
enquanto os tecidos a jusante desse bloqueio ndo recebem o fluxo sanguineo e
oxigénio, sofrendo danos isquémicos ou morte. A privacdo do fluxo sanguineo leva
a necrose tecidual ou leséo de perfuséo.

Essas células falciformes também sdo propensas a desidratacdo devido a
anormalidades no canal de Gardos (O canal Gardos, é um canal de efluxo de K +
ativado pelo Ca 2+, desempenha um papel importante na regulacdo do volume
sanguineo)(Fig-5)(15).

Essas células séo caracterizadas pela ativacdo anormal das vias de sinalizacéo
intracelular e ttm menos Oxido nitrico e conteudo de trifosfato de adenosina(16).

As células falciformes possuem menor capacidade antioxidante. Como resultado,
muitos componentes celulares podem ter danos oxidativos(17).



% # 8 Canais de Gardos
111 Desidratacao

Polimerizac3o

Fig-5: Representacdo esquematica da fisiopatologia (em parte) da SCD. Uma mutagdo genética Unica (GAG
— GTG e CTC — CAC) resulta em uma hemoglobina defeituosa que quando exposta a desoxigenagao
(representada na metade direita do diagrama) polimeriza (canto superior direito do diagrama), resultando na
formagéo de células falciformes. A oclusdo de vaso pode entdo ocorrer. O distirbio também é caracterizado
por propriedades adesivas anormais das células falciformes; as células mononucleares do sangue periférico
(representadas em azul claro; mostradas como as células grandes sob as células falciformes) e as plaquetas
(representadas em azul escuro; mostradas como as formas circulares escuras nas células mononucleares)
aderem aos eritrocitos falciformes. Esse agregado é marcado como 1. As células mononucleares tém
receptores (por exemplo, CD44 [marcado 3 e representados em verde escuro na superficie celular]) que se
ligam a ligantes, como P-selectina (marcado 2 e mostrado na superficie endotelial), que sdo regulados. Os
eritrocitos falciformes também podem aderir diretamente ao endotélio. Também podem ocorrer movimentos
anormais ou rolar e desacelerar as células no sangue. Essas alteragdes resultam em danos endoteliais. As
células vermelhas falciformes também ficam desidratadas como resultado de anormalidades no canal de
Gardos. A hemdlise contribui para o estresse oxidativo e desregulacdo do metabolismo da arginina, os quais
levam a uma diminuicdo do 6xido nitrico (NO) que, por sua vez, contribui para a vasculopatia que caracteriza
a SCD. ( Adaptada de (18) )

Os danos oxidativos as proteinas da membrana celular e a agregacédo de
proteinas ao longo da superficie interna das membranas plasmaticas podem levar
a anormalidades intracelulares na superficie dos eritrocitos; essas mudancas
levam a um aumento da exposicdo a fosfatildiserina e a formacdo de
microparticulas que permitem atividade procoagulante pelo préprio eritrécito(19).

Com a hemdlise, a hemoglobina livre é liberada no plasma, atuando como
eliminador de 6xido nitrico(20).

Como a atividade da arginase-1, necessaria para a producdo de 6xido nitrico, é
mais baixa na célula falciforme do que no eritrocito normal, o éxido nitrico ndo
pode ser prontamente refeito, especialmente em individuos hemolisam em altas
taxas. Outro resultado da hemolise é a formacao de espécies reativas ao oxigénio
por reacdes que envolvem hemoglobina livre(21).



Também ¢é verificada que a desregulacdo do microRNA ocorre na célula
falciforme, pequenas moléculas de RNA néo codificantes funcionam para silenciar
0 RNA e ocorre a regulacdo pés-transcricional da expressao génica(21). Fazendo
com que, a expressao génica seja anormal durante a eritropoiese.

As propriedades adesivas anormais do eritrocito falciforme podem levar a ativacao
de receptores de adesdo, como os da molécula de adeséo intercelular(22). Da
mesma forma, a molécula de adesdo celular basal da glicoproteina (grupo
sanguineo luterano), uma molécula de adesdo transmembranar encontrada no
endotélio vascular, interage com a integrina alfa 4 beta 1 Unica expressa nas
células falciformes, mediando sua adesdo ao endotélio(23). Como resultado
verifica-se as interagbes anormais entre eritrécitos, leucdcitos, plaquetas,
endotélio e proteinas da matriz extracelular.

Essas interacdes célula-célula anormais levam a um processo constante de
interacdes aderentes, direcionando a expressao celular endotelial de proteinas
procoagulantes. A proteina quinase ERK 1/2 ativada por mitogénio e a quinase a
montante responsavel por sua ativacdo, MEK 1/2, sdo constitutivamente ativadas
nos eritrocitos falciformes, levando ao aumento da adesdo(24). As selectinas E-
selectina e P-selectina sédo reguladas na SCD e também mediar a adesao, com o
grau de adesdo dos eritrécitos correlacionando-se com maior gravidade da
doenca(25).

Além dessas alteracdes, a célula que contém hemoglobina falciforme € mais rigida
do que um eritrécito normal estaria em circulacdo. Essa forma anormal persiste
mesmo quando a célula assume uma forma ovoide aparentemente normal. Os
eritrocitos falciformes morfologicamente normais séo tdo propensos a aderéncia
guanto as células em forma de foice(26).

A inflamacéo também é fundamental para o inicio da vaso oclusdo(27). Mesmo
em estado estacionario, os leucécitos e as plaquetas sdo ativados e o0s
marcadores da inflamacdo sédo elevados. Varias citocinas inflamatérias, como
interleucina (IL) -10, IL-4, proteina inflamatdria de macrofagos (MIP-1a) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), sdo elevadas mesmo na linha de base(28).

A enzima sintética leucotrieno 5-lipoxigenase ativa células monociticas e
endoteliais, levando a producédo de leucotrienos que sdo aumentados no estado
estacionario, na medida em que niveis elevados se correlacionam com uma maior
taxa de eventos dolorosos.

As células T killer naturais invariantes também sao ativadas e estdo presentes em
maior nimero. Como exemplo de sua importancia, elas podem desempenhar um
papel na patogénese da lesdo de isquemia / reperfusdo na doenca falciforme(29).



1.2. Diagndstico da SCD

Como métodos de primeira linha no diagndstico temos:

e Hemograma completo; onde séo avaliados: MCV (volume médio da célula),
RBC (contagem de Gldébulos Vermelhos), MCH (conteddo médio Hb
corpuscular), RDW (amplitude de distribuicdo do volume de glébulos
vermelhos), Quantificagcdo de Hb A2.

e Andlise do padrdao da hemoglobina onde deve ser utilizados pelo menos 2
meétodos, a eletroforese de Hb a pH 8,6 usando membrana de acetato de
celulose, a eletroforese de hemoglobina a pH 6,0 usando gel de agarose acida
ou agar citrato, focagem isoelétrica (IEF), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ou eletroforese capilar (CE) .

Varios métodos podem ser Uteis no suporte ao diagndstico em casos que nao tém
um diagnéstico claro com os métodos de primeira linha descritos sendo esses
métodos descritos como de segunda linha.

e Como métodos de segunda linha no diagndstico temos:

o Medi¢do / avaliagdo da morfologia dos globulos vermelhos (RCM),
reticulécitos e células F, incluses de HbH, o teste de fragilidade osmoética
de tubo Unico (OF), sintese da cadeia da globina, separacdo da cadeia da
globina, testes de solubilidade ou foice para o teste de Hb S, formacéo de
corpos de Heinz e medicdo de uma curva de dissociacdo de oxigénio e a
espectrometria de massa.

o Existindo davidas em casos raros ou resultados inconclusivos nas analises
de primeira e segunda linha, é entdo indicado métodos para analise de DNA
das baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sendo esses.

o PCR em tempo real, RFLP-PCR e microarrays.

o Para detectar e / ou caracterizar delecdes, a analise de Southern blot foi
amplamente substituida por métodos baseados em PCR, incluindo gap-
PCR, amplificacdo de sondas dependente de ligacdo multiplex (MLPA)
hibridizacdo comparativa de genomas de matriz (aCGH)(30).Apés o
diagndstico deve se tragar estratégias de tratamento para o paciente.

1.3. Terapéutica da SCD

Atualmente, a abordagem de tratamento mais comumente aplicada € a administracéo
de transfusbes de hemacias (PRC), seguidas de quelacdo de ferro e, quando
apropriado, por esplenectomia.



As opcoes atuais de tratamento concentram-se amplamente nos melhores cuidados
de suporte, existindo apenas duas drogas aprovadas pela Food and Drug
Administration dos EUA (FDA): a Hidroxiuréia (HU) e o Voxelotor(31).

A HU, ou hidroxicarbamida, € um analogo hidroxilado da uréia, sintetizado pela
primeira vez em 1869 por Dresler e Stein e posteriormente testado em um modelo
experimental em 1928 por Rosenthal, que sugeriu seu potencial mielossupressor(32).

A HU, devido ao seu potencial anti-falciforme, foi aprovado em 1999 pela FDA para o
tratamento da SCD. Os beneficios da HU em pacientes com SCD tém sido atribuidos
ao aumento dos niveis de HbF, que inibe a polimerizacdo da variante HbS (Fig- 6),
levando a uma reducéo na incidéncia de crises dolorosas, bem como a diminuicao
das taxas de hospitalizac&o, sindrome do aumento do peito, transfusdo de sangue e
mortalidade(32).
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Fig-6: Os possiveis efeitos celulares e vasculares da HU ( adaptada de (33))

A HU também esta associada ao aumento da hemoglobina e ao volume médio de
células vermelhas; reducdo da contagem de glébulos brancos, plaquetas e
reticulécitos; além de reduzir a expressdo de moléculas de adeséo e liberagdo de
oxido nitrico (NO). No entanto, o aumento dos niveis de HbF e a resposta clinica
induzida pela HU tém sido variaveis entre diferentes pacientes, necessitando de
dosagens elevadas e aumento da toxicidade(34).

Diferencas nas respostas podem ser atribuidas a varios fatores, incluindo fatores
fisiol6gicos, socioecondmicos e ambientais. O aumento de HbF induzido por HU néo
e distribuido igualmente entre os glébulos vermelhos; caso contrario, seria ainda mais



eficaz. A eficacia clinica bem estabelecida da HU juntamente com evidéncias
convincentes das mutacdes associadas a HbS com persisténcia hereditaria de HbF
(HbS / HPFH) que ocorrem naturalmente demonstram que concentracées mais altas
de HbF podem aliviar as complica¢gdes clinicas da SCD. Isso motivou esforcos
farmacoldgicos e genéticos para encontrar abordagens que induzam a producéo de
HbF em todos os glébulos vermelhos(31).

No entanto, fatores genéticos tém sido considerados alguns dos determinantes mais
importantes das variacbes na resposta e tolerancia a terapia medicamentosa.
Recentemente, estudos em pacientes com SCD mostraram que, além das variacdes
gendmicas no gene da B-globina (HbB), variantes nos genes modificadores fora do
HbB também estdo significativamente associadas ao aumento dos niveis de HbF e,
consequentemente, a resposta ao tratamento com HU(35).

Varios estudos realizados anteriormente demonstraram o papel das variantes
genomicas dos genes na modulacdo da producdo de HbF.Esses genes ndo estao
ligados ao agrupamento de genes da b-globina humana e parecem mostrar uma
correlacdo com a resposta a terapia com HU em pacientes adultos, que exibem niveis
elevados de HbF e, portanto, melhoram seu fenoétipo clinico .No entanto, nem todos
0s pacientes respondem igualmente bem a terapia com HU, como indicado por seus
niveis elevados de HbF e, como resultado, eles ndo podem melhorar seu fendtipo
clinico(36).

Voxelotor,segundo medicamento que inibe a falciformacéao, foi aprovado pelo FDA em
novembro de 2019. O voxelotor liga-se preferencialmente a conformacdo R de HbS
nao polimerizante de alta afinidade com oxigénio, reduzindo a concentracdo da
conformacdo T polimerizante a cada pressdo de oxigénio. As moléculas de HbS
ligadas ao medicamento estdo em uma conformacdo que fornece muito pouco
oxigénio aos tecidos, em uma doenca caracterizada pela diminuicdo da oferta de
oxigénio. Portanto, embora os pacientes em uso de voxelotor apresentem aumentos
modestos nas concentracfes de hemoglobina, isso ndo é necessariamente uma
indicacdo de diminuicdo da anemia, porque o aumento na hemoglobina é quase o
mesmo que a concentracdo da hemoglobina ligada ao medicamento e que nao
fornece oxigénio. Além disso, ndo ha evidéncias atuais de uma diminuicdo da
freqUéncia de crises de células falciformes, e os efeitos no dano e na sobrevida de
orgaos ainda nao foram determinados. O aumento da hemoglobina é acompanhado
por marcadores reduzidos de ruptura de globulos vermelhos, indicando reducédo da
falciforme(37).

O crizanlizumab, um anticorpo que blogueia a molécula de ades&o P-selectina, que é
expressa pelos glébulos vermelhos, diminuindo a adesé&o dos globulos vermelhos ao
endotélio vascular, o que reduz a frequéncia de crises das células falciformes, foi
aprovado pelo FDA em novembro de 2019(37).

Outras formas de tratamento ou possivel “cura” da SCD consiste na corregao da SCD
ao nivel molecular, e pode ser alcangada substituindo completamente a medula 6ssea
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do paciente, onde séo produzidos globulos vermelhos, por medula 6ssea que contém
células-tronco produtoras de globulos vermelhos com o gene correto da f-
globina(HbB) de um individuo ndo afetado. Esse procedimento de transplante
alogénico provou ser curativo em aproximadamente 95% dos receptores,
principalmente em criancas(38).

Os resultados de transplante alogénico forneceram prova de conceito de que a
manipulacdo genética das células-tronco da medula Ossea defeituosa pode ser
igualmente terapéutica. Como tal, abordagens genéticas para manipular as células-
tronco do proprio paciente e depois transplanta-las de volta para o paciente
(transplante autélogo) foram vigorosamente adotadas. A integracdo permanente de
um gene HbB terapéutico, juntamente com o0s principais elementos reguladores no
DNA das células-tronco, tornou-se possivel com o desenvolvimento de um sistema
de transferéncia de genes usando um HIV1 modificado. Esse sistema permitiu a
expressao sustentada e regulada endogenamente da b-globina terapéutica, suficiente
para reverter a SCD em pacientes. Usando a mesma abordagem, o Zynteglo, uma
terapia genética que consiste no transplante autélogo de células-tronco manipuladas
com um vetor lentiviral para expressar um gene HBB, obteve recentemente aprovacao
da Comissdo Européia para adolescentes e adultos jovens dependentes de
transfus@o com o disturbio relacionado a SCD (31).

O progresso nas abordagens genéticas voltadas para a producdo de HbF foi
acelerado pelo progresso concomitante no entendimento do controle genético da
mudanca de HbF para a hemoglobina adulta que ocorre no nascimento (troca de
hemoglobina). A descoberta do BCL11A (linfoma de células B / leucemia 11A) como
principal repressor (entre outros) dos genes da globina-g, HbG1 e HbG2, que
compdem o HbF, produziu novas abordagens genéticas para a producao de HbF(39).

Duas estratégias que visam a regulacdo do BCL11A em células-tronco da medula
0ssea para transplante autélogo estdo atualmente em ensaios clinicos. Um envolve
a transferéncia génica mediada por vetor lentiviral de um RNA para reduzir a
expressdo de BCL11A. O outro envolve a interrupcdo de elementos reguladores
discretos do gene BCL11A com a edicdo do gene CRISPRCas9. Outra abordagem
genética usa a edicdo de genes para interromper os locais de ligacdo ao DNA do
BCL11A nos promotores do HbG1 e HbG2, imitando as variantes do HPFH, mas isso
ndo atingiu os testes clinicos(31).

Os ensaios clinicos em andamento e planejados das terapias génicas resultantes
projetados para aumentar a HbF no SCD tém a vantagem tedrica sobre as atuais
terapias de adicdo de genes da globina de preservar a relagéo reciproca entre a
expresséo da cadeia da globina fetal e adulta a partir do locus endégeno; o0 aumento
de HbF alcancado com essas abordagens sera acompanhado por uma reducdo
potencialmente terapéutica da HbS.

O desafio final para tratar a SCD € corrigir geneticamente a mutacao da HbS.

11



Para isso muitos estudos vém sendo elaborados afim de elucidar o funcionamento da
SCD em sua base molecular e clinica.

1.4. SNPs

A complexidade molecular da SCD e todas as suas vias de interacdo intrigam
investigadores, pois a troca de uma unica base confere um fenotipo tao variado nos
pacientes, desde anemias leves, a pacientes com quadros graves da doenca.

Na SCD, algumas revisfes sugerem que, além de polimorfismos de base Unica (SNP)
dentro de alguns genes do grupo de genes da (-globina, outros genes fora dele,
podem afetar a gravidade da doenca (40). Foi sugerido que esses polimorfismos néo
estdo apenas associados a gravidade da anemia, mas também a frequéncia de
recorréncia da dor, incidéncia de acidente vascular cerebral (AVC), priapismo, Ulceras
de perna e complicacdes toracicas e hepato-biliares entre outros numerosos aspectos
clinicos(41).

Foi relatado recentemente que SNPs em alguns genes dentro do agrupamento de
genes da B-globina e fora dele também podem estar relacionado aos niveis de
HbF(40).

Para isso nessa tese estudaremos SNPs (polimorfismos de uma Unica base) que
encontram-se fora dos genes da globina, e sua relacdo com a SCD. Selecionamos 5
SNPs que demonstraram estar relacinados com a gravidade da doenca, aos niveis
de HbF e a resposta a HU em estudos com populacdes diferentes.

O SNPrs11759328 foi recentemente relacionado como um novo marcador genético
no gene da proteina ativadora de RhoGTPase 18 (ARHGAP 18) estando associado
a alta expressdo de HbF na B-talassemia major em populacdes chinesas e
tailandesas(42)(43).

O SNP rs333 encontrado no gene CCR5, acarreta em uma delecao de 32 pb na regido
codificadora no exdo 1 do gene, foi associado a suscetibilidade a varias doencas
inflamatdrias, podendo oferecer um beneficio seletivo em seu portador, sendo fator
de protecao contra a doenca, em estudo com populacdes egipcios e da parte arabe
da Africa(41).

Ja os SNPsrs10793902, rs9483947 e rs826729, encontrados nos genes ASS1,
MAP3K5 e Tox, respectivamente, estudados em pacientes de origem
Helénicademonstraram associacdo em relacdo aos niveis de HbF e eficacia do
tratamento de HU(44).0s SNPs encontrados nesses genes foram selecionados para
0 NOsso estudo.
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1.4.1. Gene ARHGAP18

ARHGAP18 (Proteina 18 Ativadora de Rho GTPase), também conhecido como
SENEX, é um gene codificador de proteina, pertence a familia RhoGAP que
controla a angiogénese, morfologia celular e motilidade. Desempenha um
papel na regulacdo da atividade de pequenas Rho GTPases, exibindo
especificidade diferente para Rho GTPases individuais. Em células endoteliais,
ARHGAP18 demonstrou atuar preferencialmente sobre RhoC(45), enquanto
em células cancerosas apresenta especificidade principalmente para
RhoA(46).

No entanto, descobertas recentes sugerem que a atividade de RhoA também
pode ser regulada por ARHGAP18 em células endoteliais(47).Ele se associa
aos microtubulos de uma maneira dependente do dominio GAP e localiza-se
na vanguarda durante a propagacdo e migracao celular(46). Em células
endoteliais, a expressdo de ARHGAP18 contribui para a estabilizacéo vascular
e atua como um regulador negativo da angiogénese(45). A superexpressao de
ARHGAP18 leva a senescéncia prematura das células endoteliais(48).
Recentemente, demonstrou-se que facilita o alinhamento da célula endotelial
protetora em resposta ao fluxo de cisalhamento laminar(49). Altamente
expresso na linha celular K562 humana e quando regulado negativamente
nessas células a aumenta expressao de HBG1 / 2 e a apoptose,sugerindo que
ARHGAP18, que foi localizado pelo SNP rs11759328 via selecédo positiva,
desempenha um papel potencial na regulagdo da expressao de HbF na [3-
talassemia e pode ser um alvo terapéutico promissor(42).

1.4.2. Gene CCR5

CCR5, conhecido como receptor de quimiocina associado a célula Thi,
desempenha alguns papéis cruciais no sistema imunologico por meio da
regulacdo da migracdo de células imunes e sua ativacdo durante a resposta
imune, ele esta associado a estados inflamatoérios crénicos. O polimorfismo
genético rs333 no gene CCR5 é sugerido como um marcador genético
molecular que pode indicar a suscetibilidade a varias doencas
inflamatdrias(50). Varios estudos revelaram que o polimorfismo CCR5-A32
(rs333), uma delecéo de 32 pb na regiédo codificadora no exdo 1 do gene CCR5,
levou a regulacdo negativa do gene com resposta Thl menos eficiente(51).
Tem sido sugerido que esse polimorfismo ndo esta apenas associados com a
gravidade da anemia, mas também com a frequéncia de recorréncia da dor,
incidéncia de AVC, priapismo, Ulceras de perna e complicacBes toracicas e
hepato-biliares entre outros numerosos aspectos clinicos. Portanto,
considerando o papel inflamatério na fisiopatologia da SCD, o alelo CCR5A32,
gue codifica o receptor de quimiocina C-C truncado tipo 5 (CCR5), pode
oferecer um beneficio seletivo em seu portador. No entanto, o papel do
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CCR5A32 como fator protetor contra a doenca ainda € motivo de controvérsia
e sua frequiéncia alélica varia amplamente em todo o mundo(51).

1.4.3. Gene ASS1

ASS1 codifica a argininossuccinato sintetase-1, uma enzima envolvida na
sintese de arginina e de fundamental importancia na sintese de 6xido nitrico.
O oxido nitrico € um ativador potente estabelecido da via de sinalizacéo,
envolvido na regulagdo positiva da expressdo de HbF. Ao mesmo tempo, a
Hidroxiuréia é conhecida por induzir a producao de 6xido nitrico através da via
de sinalizacdo de 6xido nitrico / guanilil ciclase soluvel / cGMP(52).Variantes
gendmicascomo ASS1 podem ser marcadores farmacogendmicos da eficacia
do tratamento de HU e aumento de HbF e podem servir como biomarcadores
farmacogenomicos para prever a eficacia do tratamento com HU. Considera-
se gue esses marcadores exercem seu efeito induzindo a biossintese de 6xido
nitrico, seja via alteracdo de splicing e / ou ligacdo de miRNA, conforme
previsto por analise in silico e, finalmente, aumentam os niveis de y globina,
via direcionamento de guanilil ciclase. Notavelmente,0 SNP rs10793902 do
gene ASS1, esté associado a niveis elevados de HbF e eficicia de tratamento
de HU(44).

1.4.4. Gene MAP3K5

Proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAP quinases) sdo quinases
funcionalmente conectadas que regulam os principais processos celulares
envolvidos, como sobrevivéncia, morte, diferenciacao e proliferacdo. O modulo
de quinase MAP tipico € composto por uma cascata de trés quinases: uma
guinase quinase MAP (MAP3K) que fosforila e ativa uma quinase quinase MAP
(MAP2K) que fosforila uma quinase MAP (MAPK)(53).

MAP3K5, também conhecido como ASK1, é um membro da familia MAPK e,
como tal, faz parte da via MAPK. Essa cascata de sinalizagdo € um dos
mecanismos mais importantes para a transducdo citoplasmatica de sinais
extracelulares. O MAP3KS5 é ativado por varios estresses e por citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF- a, que contribuem para a apoptose celular(54).
Estudos revelam a forte associacédo do STR do promotor do gene MAP3K5
com a resposta a terapia com HU. O p38 e a via INK MAPK séo alguns dos
mecanismos que foram propostos para estar envolvidos na inducdo da
producdo de Hb F mediada por HU. Parece que a presenca de uma repeticao
GCGCG extra, pode resultar na diminuicdo da expressao do gene MAP3KS5,
possivelmente perturbando o p38 e a via INK MAPK, levando a incompeténcia
de nédo respondedores para obter beneficios de HU(36).
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1.4.5.Gene Tox

As proteinas da familia HMG-box sdo encontradas em uma variedade de
organismos eucarioticos e a maioria sao reguladores conhecidos ou suspeitos
da expressao génica. Recentemente, foi identificado um gene denominado Tox
(para o gene HMG-box associado a selecdo de timaocitos), que codifica uma
proteina nuclear que mostra um padrdo de expressao altamente regulado
durante a diferenciacdo de timocitos. A proteina TOX tem 526 aminoéacidos
com um dominio N-terminal acido, uma sequéncia de sinal de localizacédo
nuclear bipartida e um Gnico motivo HMG-box localizado centralmente.

A HMG-box de TOX esta mais intimamente relacionada ao dominio de ligacéo
ao DNA de proteinas HMG-box independentes de sequéncia. Além disso, trés
outras proteinas previstas compartilham dominios HMG-box quase idénticos
com TOX, definindo uma nova subfamilia de proteinas HMG-box. A subfamilia
TOX é altamente conservada em camundongos e humanos, e é distribuida em
guatro cromossomas separados. Fora do dominio HMG-box, essas proteinas
sdo menos bem conservadas, sugerindo que podem ter funcbes néo
sobrepostas. Dois exdes que codificam o dominio HMG-box podem ser a
unidade evolutiva da subfamilia TOX, encontrada como uma Unica cépia em
um invertebrado e replicada nos primeiros vertebrados. Esta subfamilia TOX
expandida provavelmente assumiu novas funcbes, incluindo papéis
especificos no sistema imunolégico dos mamiferos(55).

Em estudos anteriores o fator nuclear Tox foi identificado como um regulador
crucial da diferenciagdo de ceélulas T tumor-especificas (TST). Sendo
demonstrado que Tox é altamente expresso em células TST disfuncionais de
tumores e em células T exauridas durante a infec¢do viral cronica. A expressao
de TOX é conduzida pela estimulacdo crénica do receptor de células T e
ativacdo de NFAT(56).

Vérios estudos demonstraram o papel das variantes genémicas que incluiem,
TOX na modula¢éo da producéo de Hb F em pacientes com hemoglobinopatias
do tipo Beta e como biomarcador para prever a gravidade da doenca b-tal e /
ou a resposta a terapia com HU(36).
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2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo identificar em criangas 200 criangas angolanas a
presenca dos SNPs rs10793902 (ASS1), rs9483947 (MAP3K5) e rs826729 (Tox),
rs333 (CCR5) e rs11759328 (ARHGAP), podendo assim determinar a prevaléncia
desses SNPs na populagéo estudada e verificar a existéncia de associagéo entre os
genaotipos encontrados e os fenotipos de gravidade da Anemia Falciforme, os niveis
de HbF e a resposta a Hidroxiuréia, através dessas associacfes definir esses SNPs
como possiveis biomarcadores da severidade e resposta a terapéutica em SCD.
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3. Metodologia

3.1.Amostras

Foram selecionadas 200 criancas com doenca falciforme, acompanhadas pelo
Hospital Pediatrico David Bernardino em Luanda e no Hospital Geral do Bengo em
Caxito, com consentimento informado por escrito do responsavel.

A amostragem foi realizada entre abril e agosto de 2019. As criancgas selecionadas
néo receberam tratamento com hidroxiureia ou transfusdo nos ultimos 3 meses.
Foram coletadas cerca de 4 mL de amostras de sangue total foram em tubos de
EDTA de cada participante no contexto do acompanhamento médico de rotina dos
pacientes e utilizadas para analises hematoldgicas, estudo de fracbes de
hemoglobina e genotipagem de DNA. Os seguintes parametros hematologicos
foram medidos: hemoglobina, hemoglobina fetal, volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), contagem de leucdcitos,
contagem de neutrdfilos, contagem de plaquetas, contagem de reticulécitos
usando o analisador de hematologia XT-2000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japao)
As diferentes fracbes de hemoglobina foram quantificados por cromatografia
liguida de alto desempenho usando um dispositivo Variant Il (Biorad, Hercules,
CA).

Dessas, 52 criancas, ap0s a primeira amostragem, receberam hidroxiureia,sendo
novamente coletada amostra de sangue total ap6s 6 meses para reavaliacao
dosparametroshematolégicos.

3.2.Extracdo DNA

O DNA gendmico foi extraido de 200 ml de sangue total utilizando o kit QIAGEN
QlAamp® Blood Mini Kit de acordo com as instru¢ées do fabricante. O DNA
extraido foi armazenado a -20 ° C para posterior genotipagem.

3.3.Genotipagem
3.3.1.Genotipagem ARHGAP rs11759328

O ensaio de genotipagem para o SNP rs11759328 foi feito com base na
analise de PCR e HRM. As misturas para PCR com volume final de 20 pL
incluiram: 1 yL de DNA gendémico, 10 pL do kit iQ SYBR® Green Supermix
(BIO-RAD), 0,6 uL de primer forward & 10 uM e 0,6 pL de primer reverse a 10
MM, com o restante € agua destilada. Os ciclos do PCRforam realizados em
um sistema CFX Connect Real-Time System BIO-RAD. O par de primers para
SNP rs11759328 consistia em primer forward (5'-
TAAACACACACTTTCCCTA-3) e primer reverse (5'-
CTGTGTAGTCTTTATCAAGGCATAA-3). A amplificacao por PCR foi iniciada
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com pré-aguecimento a 95 ° C (3 min) seguido por 40 ciclos (95 ° C por 5 seg
a 63 ° C por 15 seg). ApGs a amplificacdo por PCR, o estdgio de curva de
fusdo (HRM) foi realizado por um ciclo de fusédo de 50 ° C a 95 ° C. Foram
selecionadas 6 amostras para confirmacéo pelo método de sequenciacao de
Sanger.

3.3.2.Genotipagem CCR5 rs333

O ensaio de genotipagem para o SNP rs333 foi feito com base na andlise de
PCR. As misturas para PCR com volume final de 20 uL incluiram: 1 uL de
DNA gendmico, 10 uL do kit MyTaqg™ 2X (BIOLINE), 0,6 uL de primer forward
a 10 uyM de e 0,6 pL de primer reverse a 10 yM, com o restante é agua
destilada. Os ciclos de PCR foram realizados em um sistema i-Cycler BIO-
RAD. O par de primers para SNP rs333 consistia em primer forward (5’-
ACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCT-3) e primer reverse (5'-
CATGATGGTGAAGATAAGCCTCACA-3’). A amplificacdo por PCR foi
iniciada com pré-aquecimento a 95 ° C (3 min) seguido por 30 ciclos (95 ° C
por 15 seg, 58 ° C por 15 seg, 72 ° C por 1 min), terminando com um cliclo &
72 ° C por 10 min. Ap6s a amplificacdo por PCR, o produto de PCR foi
analisado utilizando eletroforese em gel de agarose a 2%. Apds genotipagem
de todas as amostras foram selecionadas 9 amostras com resultados para
analise por Agilent 4200 TapeStation. O produto amplificado por PCR
esperado deve conter 206 pb para os genétipos selvagem (CCR5 / CCR5),
174 pbpara o homozigoto mutante (delta-32 / delta-32. A presenca de ambas
as bandas indica um gendtipo heterozigoto carregando tanto o alelo selvagem
(CCR5) quanto o alelo mutante (delta CCR5; CCR5A32).

3.3.3.Genotipagem ASS1 rs10793902

O ensaio de genotipagem para o SNP rs10793902 foi feito com base na
analise de PCR- RFLP. As misturas para PCR com volume final de 20 pL
incluiram: 1 yL de DNA gendmico, 10 uL do kit MyTag™ 2X (BIOLINE), 0,6
ML de primer forward & 10 uM de e 0,6 pL de primer reverse a 10 uM, com o
restante € agua destilada. Os ciclos de PCR foram realizados em um
termociclador i-Cycler BIO-RAD. O par de primers para SNP rs10793902
consistia em primer forward (5’- GCCAAACACTTCGCTACACA-3’) e primer
reverse (5’- CAACAAGACAAACGCACAAGA -3’). A amplificagao por PCR foi
iniciada com pré-aquecimento a 95 ° C (3 min) seguido por 30 ciclos (95 ° C
por 15 seg, 58 ° C por 15 seg, 72 ° C por 1 min), terminando com um ciclo a
72 ° C por 10 min. Apos a amplificacdo por PCR, 8,5ul do produto de PCR foi
incubado com a 0,4 pl da enzima BsaJdl e 1 p Buffer CutSmart por 60 min a 60
°Ce 20 min a 80 ° C em um termociclador i-Cycler BIO-RAD, apds incubacao
o produto de digestéo foi analisado utilizando eletroforese em gel de agarose
a 2%.
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O produto de digestao esperado deve conter uma banda com 213pb para o
genotipo variante (TT), uma banda com 169pb e uma banda com 44pb para o
genotipo selvagem (CC). A presenca de trés bandas, 213bp e 169pb e 44pb
indica um gendtipo heterozigoto carregando tanto o alelo selvagem (C) quanto
o alelo variante (T). Pois a enzima selecionada tem seu ponto de corte quando
da presenca do alelo selvagem (C).

3.3.4.Genotipagem MAP3K5 rs9483947

O ensaio de genotipagem para o SNP rs9483947 foi feito com base na anélise
de PCR- RFLP. As misturas para PCR com volume final de 20 uL incluiram:
1 uL de DNA gendmico, 10 pL do kit MyTag™ 2X (BIOLINE), 0,6 uL de primer
forward a 10 uM de e 0,6 uL de primer reverse a 10 uM, com o restante € agua
destilada. Os ciclos do PCRforam realizados em um termociclador i-Cycler
BIO-RAD. O par de primers para SNP rs9483947 consistia em primer forward
(5'- TTCCCTGGCACACCATTG-3) e primer reverse (5'-
ATCTCCCACTGCTCCACAAA-3’). A amplificagdo por PCR foi iniciada com
pré-aquecimento a 95 ° C (3 min) seguido por 30 ciclos (95 ° C por 15 seg, 65
° C por 15 seg, 72 ° C por 1 min), terminando com um cliclo a 72 ° C por 10
min. Apos a amplificacdo por PCR, 13,5ul do produto de PCR foi incubado
com a 0,7 pl da enzima Pvull e 1 u Buffer por 4 h e 30 min 4 37 ° C em um
termociclador i-Cycler BIO-RAD, apo6s incubacédo o produto de digestao foi
analisado utilizando eletroforese em gel de agarose a 2%.

O produto de digestdo esperado deve conter uma banda com 356pb, uma
banca com 196pb e uma banda com 24 bp para o gen6tipo variante (CC), uma
banda com 551pb e uma banda com 24pb para o gendtipo selvagem (TT). A
presenca de quatro bandas, 551bp, 365pb, 196pb e 24pb respectivamente
indica um gendétipo heterozigoto carregando tanto o alelo selvagem (T) quanto
o alelo variante (C). Pois a enzima selecionada tem seu ponto de corte quando
da presenca do alelo variante (C).

3.3.5.Genotipagem TOX rs 826729

O ensaio de genotipagem para o SNP rs826729 foi feito com base na andlise
de PCR- RFLP. As misturas para PCR com volume final de 20pL incluiram: 1
ML de DNA gendmico, 10 uL do kit MyTag™ 2X (BIOLINE), 0,6 uL de primer
forward @ 10 uM de e 0,6 uL de primer reverse a 10 uM, com o restante € agua
destilada. Os ciclos do PCRforam realizados em um termociclador i-Cycler
BIO-RAD. O par de primers para SNP rs826729 consistia em primer forward
(5-CAGACCACAGTGAACGCAG-3) e primer reverse (5'-
GATGGCCACAATCCTTCACA-3). A amplificagao por PCR foi iniciada com
pré-aquecimento a 95 ° C (3 min) seguido por 30 ciclos (95 ° C por 15 seg, 65
° C por 15 seg, 72 ° C por 1 min), terminando com um ciclo a 72 ° C por 10
min. Apos a amplificacdo por PCR, 4pl do produto de PCR foi incubado com
a 0,25 pl da enzima Sau3Al e 1 u Buffer CutSmart e 4,75 ul de agua destilada
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por 4 h e 30 min a 37 ° C em um termociclador i-Cycler BIO-RAD, ap0s
incubacgao o produto de digestéo foi analisado utilizando eletroforese em gel
de agarose a 2%.

O produto de digestao esperado deve conter uma banda com 385pb, uma
banca com 195pb e uma banda com 61 pb para o gendtipo variante (GG),
uma banda com 580pb e uma banda com 61pb para o gendtipo selvagem
(AA). A presenca de quatro bandas, 580bp, 385pb, 195pb e 61pb
respectivamente indica um genétipo heterozigoto carregando tanto o alelo
selvagem quanto o alelo variante (G). Pois a enzima selecionada tem seu
ponto de corte quando da presenca do alelo variante (G).
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4. Analise Estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas entre grupos de amostra
apropriados usando os testes x 2 e o Exato de Fisher, um valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo, para realizacdo desses testes foi
utilizado o programa RStudio versao 4.0.4 (2021-02-15) -- "Lost Library Book" e
confirmado pelo programa GenePop.

Para analisar se a populagdo em estudo encontrava-se em equilibrio realizamos
o teste Andlise do Equilibrio de Hardy-Heinberg x 2 , para analise da Associacéo
Genotipos x Fendtipos e para Analise da Associacao Genotipos x Resposta HU,
realizamos o teste de x 2, para essas analises foi utilizando o programa RStudio
versado 4.0.4 (2021-02-15) -- "Lost Library Book" e considerado um valor de p <0,05
estatisticamente significativo.
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5. Resultados

Em um total de 200 criangas com SCD foram estudadas (103 meninas
€97 meninos, representando 51,5% e 48,5% da amostra (Gréfico- 5.1)
com idade média de 6,6 anos, variando dos 3 aos 12 anos. (Grafico-5.2)
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As 200 criancas foram classificadas como tendo anemia severa ou
moderada com ponto de corte estabelecido em 8.0 (g/dL) de
hemoglobina. Onde 48 sao classificados como tendo anemia moderada
(28 meninas e 20 meninos) e 152 sé&o classificados como tendo anemia
severa (76 meninos e 76 meninas). (Gréfico- 5.3)
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Grafico-5.3: Severidade da Anemia X Género
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5.1.Gene ASS1

Os gendtipos encontrados para o SNP do gene ASS1 (rs10793902) foram: 52
amostras com genotipo selvagem (CC), 108 amostras com genotipo
heterozigotico (CT) e 40 amostras com o genétipo variante (TT). (Imagem-
5.1.1)

Fig- 5.1.1-Fotografia do gel de agarose para os genétipos do SNP rs10793902 do geneASS1
5.1.1.Analise do Equilibrio de Hardy-Heinberg

N&o foram observados desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para os
genadtipos do gene ASS1 (x2 = 1,1676 p = 0,2798) com distribuicao do
genatipo de tipo selvagem CC (26%) e de heterozigotos de CT (54%) e
homozigoto variante TT (20%).

5.1.2.Anédlise Frequéncia Alélica e Genotipica

A freqiéncia observada de homozigoto TT para o gene ASS1 foi de
20%. (Tabela-5.1.2.1)

ASS1
Rotulos de Linha Contar de AMOSTRA
cC 26.00%
cT 54 .00%
L1} 20.00%
Total geral 100003

Tabela-5.1.2.1:Frequéncia genotipicado SNP rs10793902 do gene ASS1
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FREQUENCIA ALELICA
Frequéncia alélica C 53%
Frequénciaalelica T 47%

Tabela-5.1.2.2:Frequéncia alélica do SNP rs10793902 do gene ASS1

Relativamente a freqiéncia alélica foi observado que ASS1 possui 53%
de frequéncia para o alelo “C” e 47% para o alelo “T”. (Tabela 5.1.2.2)

Para o Teste Exato de Fisher obtivemos o seguinte resultado; p = 0.2581
para o gene ASS1,demonstrando novamente que a populacéo estudada
encontra-se em equilibrio. (Grafico-5.1.2.1)
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Grafico-5.1.2.1.TernaryPlot para Teste Exato de Fisher para o SNP rs10793902 do gene ASS1

5.1.3.Anadlise da Associacdo Gendtipos X Fenétipos da SCD

Para perceber a existéncia de associacdes entre os genoétipos de ASS1
e o fenotipo da SCD consideramos 21 aspectos como: idade, nUmero
de transfusdes e internamentos por ano, se ja houve episodios de AVCs,
niveis de hemoglobina fetal, hemoglobina, reticuldcitos, eritrcitos, LDH,
creatinina, bilirubina total e indireta, uréia, TGO e TGP, VGM, HGM,
leucdcitos, neutrdéfilos e plaquetas. (Tabela- 5.1.3.1)

Na associacao entre os genotipos “CC”, “CT” e “TT” e os fenotipos para
0 gene ASS1 encontramos ligeiro aumento para bilirrubina indireta
(mg/dL) com valor de p=0,0414 e uma diminuicdo dos episodios de
AVC’s com valor de p=0,0473.
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Tabdla: Eventos clinicos e hematologicos subdivididos pelos trés genotipos do SNP ASS1

CC samPLE SIZE | 52) CT SAMPLE SIZE [107) TT SAMPLE SIZE (40}
MEAN (SD) RAMNGE MEDIN IMEAN (S0 RANGE MEDIAN IMEAN RANGE MEDAN prvalue raw

Idade 6.73 (2.61) 312 7.00 667 [244) 3-12 7.0 6.42 (2.68) 3-12 60 0.778%9a
Hemoglobina Fetal (%) 6.13(4.01) 13-233 485 588 (44]1) 0.7-23.8 445 4938 (3.36) 0.5-146 420 0.32983
No deTransfusies porano  0.38 (0.52) 0-3.14 0.235 040 [0.56) 0-375 0.25 0.40 {D45) 0-1.83 0.26 0.9698a
No Internamentos por ano 0.48 (0.54) 0-3.14 0.38 047 (0.51) 0-275 0.33 0.45 (D43) 0-1.67 0.44 0.8141a
Hemoglobina (g/dL) 7.55 (0.87) 58833 762 724 (104) 42510 722 7.40 (0.92) 57-077 745 0.167b
Reticulocios (10° 591 (484 3.51-2558 868 10:40 (4.78) 2.04-36.57 9.73 104 (356) 2732468 10.45 0.3581a
Eritrockos (pL) 3.05 (0.60) 189458 3.02 289 (0.63) 132477 276 297 (059) 185491 2.88 0.12343
LDH {UIfL) 433.76 (152.75) 99.5-822 399.00 42823 (159.68) 140-1035 381 433.34 (152.63) 207.55-952.5 3854 0.8122a
Creatinina (mg/dL) 0.66 (0.55) 0.1-23 0.40 064 (0.54) 0.1-2.30 04 0.69 (058) 0.1-295 0.45 0.9132a
Bilirubina Direta (mg/dL) 0.35 (D.28) 0-1.1 0.30 042 [0.46) 0-290 0.3 0.52 (D46) 0.0-21 0.55 0.2811a
Bilirubina Total {mg/fdL) 1.5(1.01) 0445 135 153 [167) 0.1-15.15 116 1.24(074) 0.2-28 1.00 0.5438a
Bilirubina Indireta {mg/dL) 1.18 (0.99) 0.3-4.85 0.88 113 (160} 0.05-14.65 08 0.74 (056) 0.1-2325 0.55 0.044145
Urgia(gfl) 1979 (1063) 2255233 1694 2192 (29.16) 1.4-300.30 16.95 1996 (14.19) 6.85-90.09 15.13 0.8304a
TGO (U/L) 25.64 (9.15) 59-43.55 25.75 36.24(7695) 9.00-B08.67 27.00 2701 (11.77) 2-6710 2677 0.6646a
TGP (U/L) 7.41(3.35) 2-19.27 6.53 862 (562) 243250 6.13 8.72(575) 1-305 74 0.51483
VGM (fL) 76.74 (8.77) 58904959 7800 77.2 (8.95) 53.6-113.75 77.62 7730 (761) 61.67-04.43 731 0.9101a
HGM (pg) 2526 (3.00)  19.27-3120 2565 2554 (3.0 18523210 26.10 2532 (279) 18922910 26.17 0719
LEucécitcs[lD’LJ 13.46 (4.0) 7242203 1246 14.17(5.05) 6.15-44.79 13.17 1412 (435) 5.5-26.51 1411 0.7323a
Neutrofilos [Zlill3 L} 5.54 (1.98) 247-12.26 54 609 [241) 2591-14.89 571 598 (252) 2.45-145 5.2 0.5235a
Plaquetas (10°L) 468.46 (218.41) 114-1506.67 4475 435.04 (146.81) 141.25-781.25 43475 40285 (156.25) 150.67-875 40517 0.28483
AVC 1.0(1.92) 43.7) 1.12(033) 1-2 0.0473c

* Todos os parametros analsados antes da administragso de HU
aKruskal-Walls non parametric test

b ANOVA

¢ Person x2

Tabela-5.1.3.1: Eventos Clinicos e Hematoldgicos subdivididos pelos trés gendtipos do SNP rs10793902
do gene ASS1

5.2.Gene MAP3K5

Para o SNP MAP3K5 (rs9483947) foram encontradas 60 amostras com
genotipo selvagem (TT), 81 amostras com gendtipo heterozigético (CT) e 50
amostras com o genotipo variante (CC) e 9 amostras ndo obtivemos
resultados de genotipagem para esse SNP.

Fig- 5.2.1-Fotografia do gel de agarose para os geno6tipos do SNP rs9483947 do gene MAP3K5

5.2.1.Analise do Equilibrio de Hardy-Heinberg

Para o gene MAP3K5 podemos observar um pequeno desvio no
equilibrio de Hardy-Weinberg (x2 = 3.9326 p = 0,0473) com uma
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diminuicdo do genoétipo de tipo selvagem TT (31.43%) e de
heterozigotos de CT (56,46%) e um ligeiro aumento do homozigoto
variante CC (15,47%).

5.2.2.Analise Frequéncia Alélica

A frequiéncia observada de homozigoto de CC para o gene MAP3K5 e
foi de 26,17%. (Tabela-5.2.2.10)

MAP 3KS
Rotulos de Linha Soma de AMOSTRA
T 31.43%
cT 42.41%
cC 26.17%
Total Geral 10:0.0:0%:

Tabela-5.2.2.1: Freqiiéncia genotipica do SNP rs9483947 do gene MAP3K5

FREQUENCIA ALELICA
Frequéncia akelicalC 47%
Frequécia alelicaT 53%

Tabela-5.2.2.2: Freqliéncia alélica do SNP rs9483947 do gene MAP3K5

Relativamente a freqtiéncia alélica foi observado que em MAP3KS5 foi
encontrada uma frequéncia alélica de 53% para a alelo “T” e 47% de
freqUéncia para o alelo “C”.(Tabela-5.2.2.2)

Para o Teste Exato de Fisher obtivemos o seguinte resultado; p =
0.04049 para o SNP MAP3K5 demonstrando novamente que a
populacdo estudada encontra-se em ligeiro desequilibrio.(Grafico-

5.2.2.1)
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Gréfico-5.2.2.1.TernaryPlot para Teste Exato de Fisher paraSNP rs9483947 do gene MAP3K5
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5.2.3.Anadlise da Associagcdo Gendtipos X Fendtipos

Para perceber a existéncia de associacdes entre os SNP’s e o fendtipo
da SCD consideramos 21 aspectos como: idade, numero de transfusdes
e internamentos por ano, se ja houve episédios de AVCs, niveis de
hemoglobina fetal, hemoglobina, reticulocitos, eritrocitos, LDH,
creatinina, bilirubina total e indireta, uréia, TGO e TGP, VGM, HGM,
leucécitos, neutrofilos e plaquetas. (Tabela-5.2.3.1)

Na associagdo entre os genotipos e fenétipos para o gene MAP3K5
encontramos um aumento significativo para o LDH (UI/L) com valor de
p=0.0016.

Tabela: Eventos clinicos e hematolGgicos subdivididos pelos trés genotipos do SNP MAP3KS

cC T i
MEAN (SD)  RANGE MEDIAN  MEAN (D) RANGE MEAN RANGE MEDIAN pvalueraw  p-value adjusted

Idade 6.79(2.55) 312 7.00 675(257) 312 6.00 6.58(2.54) 312 6.00 0.8695a 1.00
Hemoglobina Fetal (%) 563(3.71) 08146 4.60 6.09(4.9) 1238 440 537(317) 05134 4.40 099213 1.00
NodeTransfusBesporano  0.35(053)  0-3.14 0.2 035(049)  0-3.14 023 042(055) 0375 025 044383 1.00
Nolnternamentosporana  0.49(056)  0-3.14 0.36 0.4(0.45) 0-2.43 030 049(0.42) 025 038 0.1461a 1.00
Hemoglobina (g/dL) 7.33(1.07)  4.259.93 7.40 7.52(0.9) 5.1-10 7.56 7.26(093)  4.9:945 7.28 0.217b 1.00
Reticulécitos (10° 1) 11.08(6.24)  3.1-36.57 1039 991(3.89) 2042535 976 998(405) 2732558 8 0.704a 1.00
Eritrécitos (L) 204(0.73) 132476 2.83 3(057) 196-4.77 204 292(059)  1.94-491 282 0.514a 1.00
LDH (UI/L) 383.12(154.37) 212.9-9525  336.15 46625 (147.68) 140-935.15 45005 419.69(163.4) 99.5-1035 385.40 0.0016a 0.032
Creatinina (mg/dL) 0.74(057)  0.1-2.25 0.50 065(0.59)  0.1-295 040 0.59(0.5) 0.1-23 0.40 0.4264a 1.00
Bilirubina Direta (mg/dl)  052(0.62)  0-2.9 034 033(0.34) 021 023 043(033) 014 0.40 0072753 1.00
Bilirubina Total (mg/dL) 1.4(0.99) 0.1 1.20 144(185) 0151515 1.00 152(094) 0251 117 0.1292a 1.00
Bilirubina Indireta (mg/dL)  0.93 (0.8) 0.05-4.13 0.87 114(183)  005-1465  0.65 1.09(086)  0.1-44 0.80 037893 1.00
Ureia (g/L) 2068(10.79) 5755528 1681 2091(33.19)  2.25-300.3 15.30 21.22(13.26)  1.4-60.09 19.20 011223 1.00
60 (U/L) 25.85(11.21) 1264 24.20 37.5(88.63)  9-808.67 27.05 2002(14.14)  2-87 27.30 033953 1.00
TGP (U/L) 9.22(6.4) 1.05-30.5 6.80 7.62 (8.62) 1-26.85 620 7.95 (5.43) 1325 6.45 043573 100
VGM (fL) 7835(10.83) 56411375  79.17 7642 (7.86)  53.6-95.9 71.80 77.01(80)  60.43-9452  77.20 06679 1.00
HGM (pg) 2566(329) 19.15-321 2617 2552(2.85)  1852-306  26.27 2527(286) 1893102 2567 0.6874a 1.00
Leucécitos (107 L) 1355(4.31) 72225327 1311 14.09(4.25)  55-26.51 1321 14.22(541)  6.15-44.79 13.34 0.7277a 1.00
Neutréfilos (10° L) 5.8(235) 2471352 520 6.13(2.56)  245-14.89 558 593(206) 2681226 579 0.7935a 1.00
Plaquetas (10° L) 484.45(223.23) 114-1606.67  480.00 436,15 (145.25) 141.25-76533 427.96 426,48 (155.5) 150.67-875  400.67 0.1423a 1.00
AVC; yes (N, %) 2(4.6) . 3(38) . 5(72) . NA** NA**
Sample size (N, %) 43(215) - - 30 (40) - - 69(34.5) - - NA NA

* Todos os parametros analisados antes da administracdo de HU
*#* Sem condicdes de aplicabilidade

a Kruskal-Wallis non parametric test

b ANOVA

¢ Pearson 2

Tabela-5.2.3.1: Eventos Clinicos e Hematoldgicos subdivididos pelos trés gendtipos deMAP3K5

5.3.Gene Tox
Para o SNP TOX (rs826729) foram encontradas 56 amostras com genétipo

selvagem (AA), 114 amostras com genoétipo heterozigético (AG) e 30
amostras com o genotipo variante (GG). (Imagem 5.3.1)
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Fig- 5.3.1-Fotografia do gel de agarose para os geno6tipos do SNP rs826729 do geneTox

5.3.1.Andlise do Equilibrio de Hardy-Heinberg

Para o gene Tox foi observados um pequeno desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (x2 = 4.6175 p = 0,0316) com um ligeiro aumento do
gendtipo de tipo selvagem AA (28,07%) e de heterozigotos de
AG(56,46%) e uma diminuicdo do homozigoto variante GG (15,47%).

5.3.2.Analise Frequéncia Alélica e Genotipica

A frequéncia observada de homozigoto GG para o gene Tox foi de
15,47%.(Tabela-5.3.2.1)

TOX
Rotu los de Linha Soma de AMOSTRA
Al 28.07%
MG 56.46%
GG 15.47%
Total geral 100.00%

Tabela-5.3.2.1: Frequéncia genotipica para o0 SNP rs826729 do gene Tox

FREQUENC & ALELICA
Frequéncia alélica A 56, 5%
Frequécia aklica G 43, 5%

Tabela-5.3.2.2: Frequéncia alélica para o SNP rs826729 do gene Tox

Relativamente a frequéncia alélica foi observado que em Tox a
freqiéncia de 56,5% para o alelo “A” e de 43,5% para o alelo “G”.
(Tabela-5.3.2.2)
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Para o Teste Exato de Fisher obtivemos o seguinte resultado; p =
0.03081 para o SNP Tox, demonstrando novamente que a populagao
estudada encontra-se em ligeiro desequilibrio.(Gréfico-5.3.2.1)
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Gréfico-5.3.2.1.TernaryPlot para Teste Exato de Fisher para o SNP rs826729 do gene Tox

5.3.3.Andlise da Associacdo Gendtipos X Fenétipos

Para perceber a existéncia de associacfes entre os SNPs e o fendtipo
da SCD consideramos 21 aspectos como: idade, nimero de transfusfes
e internamentos por ano, se ja houve episédios de AVCs, niveis de
hemoglobina fetal, hemoglobina, reticuldcitos, eritrocitos, LDH,
creatinina, bilirubina total e indireta, uréia, TGO e TGP, VGM, HGM,
leucdcitos, neutréfilos e plaquetas. (Tabela-5.3.3.1)

Para a associacao entre os gendtipos do gene Tox nao foi encontrado
nenhum valor de associacdo estatisticamente significativo entre os
parametros avaliados.
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Tabela: Eventos clinicos e hematologicos subdivididos pelos trés genotipos do SNP TOX

AASAMPLE SZE [55) AG SAMPLE SIZE [114) GG saMPLE SEZE [30)
MEAN (5D} RANGE MEDIN MEAN (5D RANGE MEDIAN MEAN RANGE MEDIAN prvalue raw

Idade 6.75 (2.58) 312 7.00 BE5 (247) 3-12 6.00 6.50{271) 3-12 6.00 02861a

Hemoglobina Fetal (%) 6.07(4.17) 05-23.3 535 553 (3.88) 07236 430 5.08 (4.9) 08138 430 06028
No deTransfusies porano  0.29 (0.34) 0-1.67 0.25 044 [061) 0-375 0.25 0.40 [046) 0-1.67 0.25 0.4509a
No Internamentosporanc  0.41 (0.39) 0-167 0.9 052 (0.56) 0-314 0.40 0.42 (0.41) 0-1.67 0.9 0.45843
Hemoglobina (g/dL) 7.39 (0.99) 45993 752 731 (0:54) 425877 7.28 742 (109) 45-10.0 7.51 0.814b

Reticulécitos (10° L) 9.70 (4.65) 2732548 921 1047 (4.64) 3.48-36.57 9.45 1051 (453) 2.04-24.68 10.26 0.29%4a
Eritrécitos (pL) 2.99 (0.68) 162491 288 293 (0.58) 1.324.67 2.89 2.93 (062) 185477 2.89 09323

LDH {UIfL) 407.24 (137.83) 178.5-683.06 37225 443 39 (160.2) 99.5-1035 401.00 426.26 (170.14) 198-952.5 3765 0336a

Creatnina (mg/dL) 0.63 (0.52) 0.1-19 04 068 (0.59) 0.1-2.95 0.40 0.62 (043) 0.1-17 0.40 0.8731a
Bilirubina Direta (mg/fdL) 0.45(0.48) 029 0.35 039 (037) 0-253 0.30 0.50 (0.48) 0.05-2.1 0.40 0.8731a
Bilirubina Total (mg/dL) 1.5 (1.05) 0.25.10 117 144 [161) 0.1-15.15 1.10 1.48 [0.76) 0.4-3.05 1.20 0,2802a
Bilirubina Indireta (mg/dl)  1.07 (0.93) 0.144 08 114 (157) 0.05-14.65 0.65 1.00 (0.70) 0.2-265 0.80 0.5165a
Ureia (g/L) 20791471 479009 16.91 1887 (9.21) 1.4-52.33 16.50 2874(52.38) 232530030 179 0.841%3
TGO (U/L) 26.61 (10.71) 2-67.10 26.98 29.26 (13.12) 10.63-87 27.00 5007 (143.67) 9-B0B6T 2290 0.18443
TGP (U/L) 7.77 (5.67) 1-32.5 64 B62 (5.62) 1-3050 6.65 7.10 (3.08) 2.65-16.00 5.10 0.50443
VGM (i) 78.38(9.34) 58909040 7796 76.83 (B.63) 53611375 7755 7756 (7.09) 59.8959443 7845 0.7544a
HGM {pg) 25.35 (3.19) 18.92-30.57 26.01 2540 [ 2.98) 18.52-32.1 25.96 2566 (231) 19.65-30.15 26.12 0.5418a
Leucdcitos (10°L) 14,159 (4.3) 7.24-2532 1345 1398 (5.02) 5.5-447% 13.01 1347 (3.70) 6.15-18.87 13.13 0.8085a
Neutrafilos (107 L) 6.1 (2.36) 24741352 552 592 (249) 2.45-14 89 5.49 5.56 (147) 342862 5.49 0.6634a
Plaquetas (10° L) 455.28 (158.01) 114-875 43729 431.41(181.17) 1445-1606.67 424.00 42091 (153.48) 141.25-8B37.67 42283 0.5471a
AVC 2(36) 2(7) 110 ] 0.247c

* Todos os parametros analsados antes da administragso de HU
aKruskal-Walls non parametric test

b ANOVA

€ Person x2

Tabela-5.3.3.1: Eventos Clinicos e Hematoldgicos subdivididos pelos trés genétipos de Tox

5.4.Gene CCR5

Para o SNP rs333 do gene CCR5 foram encontradas 199 amostras com
0 gendtipo selvagem para CCR5 e 1 amostra com o genotipo
heterozigético CCR5/CCR5A32, ndo sendo encontrado em nenhuma
amostra o genotipo homozigético para CCR5A32/CCR5A32. (Imagem
5.4.1)

Fig- 5.4.1-Fotografia do gel de agarose para os genétipos do SNP CCR5 do gene CCR5

Para confirmacdo do heterozigoto CCRS5/CCR5A32 foi realizada
Eletroforese Capilar utilizando Agilent 4200 TapeStation. (Imagem
5.4.2)
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Gréfico 5.4.3- Curva Eletroforese Capilar Agilant 4200 TapeStation.

5.4.1.Analise do Equilibrio de Hardy-Heinberg

N&o foram observados desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg para os
genotipos do geneCCR5 (x2 = 199,2506 p = 3,0434) com distribuicdo
do gendtipo de tipo selvagem CCR5 (99,5%) e de heterozigotos de
CCR5/CCR5A32 (0,5%) e homozigoto variante CCR5A32/ CCR5A32
(0%).

5.4.2.Analise Frequéncia Alélica e Genotipica

A frequiéncia observada de homozigoto CCR5 para o gene CCR5 foi de
99,5%%. (Tabela-5.4.2.1)
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CCR5
CCRS 99,5%
CCR5/CCR5A32 05%
CCR5A32 0%
Total geral 100%

Tabela-5.4.2.1: Frequéncia genotipicado SNP rs333 do gene CCR5

FREQUENCIA ALELICA
Frequéncia alélica CCRS 99,75%
Frequécia alélica CCR5A32 0,25%

Tabela-5.4.2.2: Freqliéncia alélica do SNP rs333 do gene CCR5

Relativamente a frequiéncia alélica foi observado queo SNP do gene
CCRS5 possui 99,75% de frequéncia para o alelo “CCR5” e 0,25% para
o alelo “CCR5A32". (Tabela 5.4.2.2)

Para o Teste Exato de Fisher obtivemos o seguinte resultado; p = 0.1
para o0 gene CCR5,demosntrando novamente que a populacéo
estudada encontra-se em equilibrio.

Da mesma forma néo foi possivel verificar associacdo com os genétipos
encontrados para o SNP rs333 do gene CCR5 e a resposta a HU.

5.4.3.Andlise da Associacdo Gendtipos X Fenédtipos

Para perceber a existéncia de associacdes entre os SNPs e o fenétipo
da SCD consideramos 21 aspectos como: idade, numero de transfusdes
e internamentos por ano, se ja houve episédios de AVCs, niveis de
hemoglobina fetal, hemoglobina, reticuldcitos, eritrocitos, LDH,
creatinina, bilirubina total e indireta, uréia, TGO e TGP, VGM, HGM,
leucdcitos, neutrdéfilos e plaquetas. (Tabela-5.3.3.1)

As analises de associacdo dos gendtipos do SNP rs333 do gene CCR5
com os fendtipos de SCD analisados nos outros SNPs ndo foram
possiveis devido a baixa frequéncia do alelo variante CCR5A32 tanto
em homozigose quanto em heretozigose.

5.5.Gene ARHGAP

Para o SNP (rs11759328) do gene ARHGAP obtivemos amplificacéo
para 195 das 200 amostras analisadas. Analisadas através de RT- PCR
e a analise das Curvas de Fuséo (Grafico: 5.5.1). Com temperaturas de
curvas de fuséo variando de 70,4 °C a 72.5 °C (Anexo 9.1-Tabela Curva
de Fuséo).
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Gréfico 5.5.1: RT- PCR e Curvas de Fuséao

Foram selecionadas 6 amostras, 2 amostras com temperaturas no
extremo inferior, 2 amostras do extremo superior e duas amostras de
temperatura medianas para verificar os genétipos através de método de
Sequenciacdo de Sanger (Grafico 5.5.2).0s dados obtidos na
genotipagem para o SNP (rs11759328) foram considerados
inconclusivos, por falta de sensibilidade da técnica utilizada e também
nao foram considerados para as andlises feitas aos outros genes.
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Gréfico 5.5.2: Sequenciagdo de Sanger

5.6.Analise da Associacdo Gendtipos X Resposta HU

Dos 200 pacientes do estudo, 52 foram selecionados para
administracdo de Hidroxiuréia. Apos 6 meses de administracdo do
farmaco novamente foram colhidas amostras para medir o nivel de
hemoglobina fetal desses pacientes, sendo assim possivel verificar a
variagdo dos indices de hemoglobina fetal.

O delta da variacdo de hemoglobina fetal foi estabelecido e adotado um
ponto de corte da resposta ao farmaco como sendo “Bom Respondedor”
aqueles que se enquadravam dentro dos 50% superiores e “Fraco
Respondedor” aqueles que se enquadravam dentro dos 50% inferiores.

Apbs obtido esses dados de bons e fracos respondedores foi avaliado
a associacao dos genétipos dos SNPs selecionados com a resposta ao
farmaco. (Tabela 5.6.1:

5.6.1.ASS1 X Resposta HU

Para o SNP rs10793902 ASS1, obtivemos para o genétipo “CC”, 8 bons
respondedores e 7fracos respondedores, para o gendtipo “TT, 4 bons
respondedores e 7 fracos respondedores, para “CT” obtivemos 11 bons
respondedores e 15fracos respondedores. Apos teste de x2 obtivemos
um p=0.664
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5.6.2. MAP3K5X Resposta HU

Para o SNP MAP3KS5, obtivemos para o gendtipo “CC”, 6 bons
respondedores e 2 fracos respondedores, para o genaotipo “TT”, 8 bons
respondedores e 14 fracos respondedores, para “CT” obtivemos 9 bons
respondedores e 13fracos respondedores. Apos teste de x2 obtivemos
um p=0.1556.

5.6.3.Tox X Resposta HU

Para Tox, obtivemos para o gendtipo “GG”, 3 bons respondedores e
4 maus respondedores, para o genodtipo “AA’, 10 bons
respondedores e 6 fracos respondedores, para “AG” obtivemos 10
bons respondedores e 19fracos respondedores. Apés teste de x2
obtivemos um p=0.1933.

5.6.4.CCR5 X Resposta HU

Para CCR5, obtivemos para o genoétipo “CCR5”, 22 bons
respondedores e 29fracos respondedores, para o0 genotipo
“‘CCR5/CCR5A32” obtivemosl bom respondedor e para
“CCR5A32/CCR5A32” ndo obtivemos amostras com esse genotipo.
N&o sendo possivel aplicar o testex2 para analise de associacao.

SNPs X RESPOSTA A HU
. BOM FRACO
SNPs GENOTIPO | pr spoNDEDOR | RESPONDEDOR |P-VALUE
CC g 7
ASS1 [CT 4 7 0664
T 4 7
CC 5 7
MAP3K5 [CT g 13 0.156
TT 3 12
GG 3 ]
Tox A4 10 B 0193
AG 10 19
CCR5 22 79
CCR5 |[CCRS/CCR5A3Z 1
CCR5A32 0 0

Tabela 5.6.1: SNPs X Resposta HU
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6. Discussao

Avaliagdo da variacdo genética e sua associacdo com a diversidade clinica de
pacientes com SCD é uma das estratégias para elucidar sua etiologia subjacente,
patogénese e desfechos da SCD(57).

O presente estudo, até onde sabemos, é o primeiro a analisar a associagdo entre
cinco SNPs rs11759328 (ARHGAP), rs333 (CCR5), rs10793902 (ASS1), rs9483947
(MAP3K5) e rs836729 (Tox), com os fenétipos da SCD e a resposta a HU, em
populacdo angolana.

Objetivando investigar a potencial correlacdo dessas variantes gendmicas,
localizadas em genes que ja se mostraram previamente envolvidos na modulagdo da
expresséao de genes da globina, e para isso selecionamos, com base em estudos que
demonstram essa correlacdo, SNPs nos genes, ARHGAP18, ASS1, CCR5, MAP3K5,
TOX.(43)(32)(36)(41)

Para esse estudos foram selecionadas 200 criangas angolanas, com doenga
falciforme, dessas 103 meninas e 97 meninos, com idade média de 6,6 anos, variando
dos 3 aos 12 anos, onde 48 criancas foram classificados como tendo anemia
moderada (28 meninas e 20 meninos) e 152 criancas foram classificados como tendo
anemia severa (76 meninos e 76 meninas), a fim de determinar possiveis variacdes
gendmicas existentes nos loci gendémicos mencionados acima.

Primeiramente foi verificado se a populacdo estudada estava mantendo as
proporcdes esperadas da frequéncia alélica e genotipica estando em equilibrio de
Hardy —Weinberg.

Para verificar a existéncia de variacdo nas freqtiéncias alélicas obtidas em nossas
analises, utilizamos os dados fornecidos pelo projeto ALFA inserido no banco de
dados NCBI como referéncia (62), sendo assim possivel comparar as freqiéncias
alélicas esperadas para a populacao Global e Africana com dados obtidos na nossa
populacao (Tabela-6.1).

Verificamos que os SNPs rs333 e rs10793902, mantiveram uma frequéncia muito
aproximada aos numeros Globais e Africanos, ao contrario dos SNP rs9483947 e o
SNP rs836729, os gendtipos para o SNP rs9483947 encontrado na populacéo tiveram
um aumento na freqiiéncia do alelo “C” e uma diminui¢ao do alelo “T” comparados a
frequéncia desses alelos tanto na populagédo Global e Africana.

O SNP 836729 demonstrou uma maior discrepancia aos valores, tendo uma inversao
nas frequéncias, onde o alelo “A” torna-se maioria em relagao ao alelo “G”, o que nos
leva a pensar que na populagéo estudada esse gene pode ter sofrido uma selecéo,
pois o alelo selvagem esta sendo menos frequente que o alelo variante.

A presenca do alelo variante confere melhor prognéstico da doenga com isso reduz a
taxa de mortalidade para os pacientes que possuem o alelo variantem com isso
podemos associar 0 alelo selvagem a uma taxa maior de mortalidade, forcando um
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aumento do alelo variante. Para corroborar nossas observagtes realizamos o teste
Exato de Fisher, com um valor de p<0,05 comprovamos que os SNPs rs9483947 (p
= 0.04049) e rs836729 (p = 0.03081) ndo mantinham a frequéncia alélica esperada
para populacdo angolana como vemos na base de dados ALFA.

Frequéncia alélica ALFA

Frequéncia alélica encontrada

SNP Global Africana Angolana

rs333

CA 0.907 0976 | 0.995
del 0,092 0,023 0,005
[C 0,430 0,564 0,530
T 0,569 0,435 0,470
159483947
C 0.370 0,367 0,470
T 0,629 0,632 0,530
rs 836729
G 0.797 0.762 0435
IA 0.202 0,237 0,565

Tabela-6.1: FreqUiéncias alélicas esperadas para a populacdo Global, Africana e dados obtidos na nossa
populacdo Angolana.

A frequéncia do alelo representa a incidéncia de uma variante do gene em uma
populacdo, sendo calculada dividindo o numero de vezes que o alelo de interesse é
observado em uma populacédo pelo nimero total de copias de todos os alelos haquele
locus genético especifico na populagdo. Em uma populacgéo, as frequiéncias alélicas
sdo um reflexo da diversidade genética. Mudancas nas frequéncias dos alelos ao
longo do tempo podem indicar que a deriva genética esta ocorrendo ou que novas
mutacdes foram introduzidas na populacéo ou que a populacdo vem sofrendo forcas
seletivas (58).

Um tipo de presséo, selecao de equilibrio, ocorre quando mais de um alelo € mantido
em um locus. Esta selecédo pode surgir da superdominéancia (na qual a aptidao dos
heterozigotos em um locus é maior do que qualquer tipo de homozigoto) ou da
selecéo dependente de frequéncia, temporal ou espacial (59). Um caso classico de
superdominancia ocorre no locus da hemoglobina-f em populacgdes localizadas em
regides endémicas de malaria. Os homozigotos para um alelo tém anemia falciforme
e 0s homozigotos para o outro alelo apresentam um risco aumentado de malaria. Em
contraste, os heterozigotos séo protegidos da maléaria e, no maximo, apresentam um
caso leve de anemia falciforme (60).

Apés verificarmos se a populacdo estudada estava mantendo os padrfes as
proporcdes esperadas da frequiéncia alélica e genotipica, foi verificado se a populacéo
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encontrava-se em equilibrio, para isso utilizamos o teste do Equilibrio deHardy-
Heinberg.

Para o SNP rs9483947 do gene MAP3KS5 foi observado um pequeno desvio no
equilibrio de Hardy-Weinberg (x2 = 3.9326 p = 0,0473) com uma diminui¢do do
genotipo de tipo selvagem TT (31.43%) e de heterozigotos de CT (42.41%) e um
ligeiro aumento do homozigoto variante TT (26.17%).

Ja no SNP rs836729 do gene Tox foi observados um pequeno desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (x2 =4.6175 p = 0,0316) com um ligeiro aumento do genétipo de tipo
selvagem AA (28,07%) e de heterozigotos de AG (56,46%) e uma diminuicdo do
homozigoto variante GG (15,47%).

Sendo o principio de Hardy-Weinberg um principio fundamental na genética de
populacdes relevante em muitas areas relacionadas das ciéncias da vida, como
epidemiologia, bioinformatica e bioestatistica. Em sua forma mais elementar, a lei
afirma que as frequéncias do genoétipo AA, AB e BB para um marcador bi alélico
autossbmico ocorrerdo nas proporcdes relativas p2, 2pg e g2, onde p é a frequéncia
do alelo de A e g =1 - p a freqiéncia do alelo de B. Na auséncia de forcas
perturbadoras (migracédo, selecdo e assim por diante), essas propor¢cdes serao
alcancadas em uma geracao de acasalamento aleatorio e, posteriormente, o genétipo
e as frequéncias do alelo permaneceréo inalterados ao longo das geracdes. Nesse
estado, a populacdo esta em equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) (63).

Para estudos de base populacional, os dados do gendtipo de todos os individuos para
estudos de caracteristicas quantitativas sdo analisados para determinar se ha desvios
do HWE (64). Os erros de genotipagem podem criar desvio positivo, negativo ou
nenhum desvio do HWE, dependendo de como o erro de genotipagem ocorreu. Em
geral, o teste de desvio do HWE né&o é uma abordagem poderosa para detectar erros
de genotipagem (65).

Os desvios do HWE nédo sédo necessariamente devidos a erro de genotipagem e
podem ser devidos ao acaso ou a fatores genéticos que incluem uma vantagem
heterozigdtica, mistura / subestrutura populacional, endogamia ou variantes do
namero de cépias (66). Por exemplo, a subestrutura da populagéo cria um excesso
de gendtipos homozigotos e, portanto, um coeficiente HWE positivo. Desvios de HWE
gue séo observados apenas em dados de gendtipo de casos podem ser devido a uma
associacao entre a caracteristica e um locus funcional ou um marcador SNP que esta
em desequilibrio de ligagdo (LD) com um locus funcional. (67).

Apos os resultados da analise do equilibrio de HW procuramos perceber a existéncia
de associacdes entre 0os genotipos dos SNPs rs10793902, rs9483947 e rs836729 e
o fen6tipo da SCD. Para isso considerados 21 aspectos como sendo 0s a importantes
para essa avaliagdo, foram entdo considerados: idade, nUmero de transfusfes e
internamentos por ano, se ja houve episddios de AVCs, niveis de hemoglobina fetal,
hemoglobina, reticuldcitos, eritrécitos, LDH, creatinina, bilirubina total e indireta, uréia,
TGO e TGP, VGM, HGM, leucdcitos, neutrdéfilos e plaquetas.
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Na associagao entre o gendtipo e os fenotipos para o gene ASS1 encontramos ligeiro
aumento para o indicador da bilirrubina indireta (mg/dL) com valor de p=0,0414 e uma
diminuicdo dos episodios de AVCs com valor de p=0,0473..

A hiperbilirrubinemia é comum em pacientes com SCD, principalmente ndo conjugada
e deriva da hemdlise crénica de hemacias. Além disso, foi relatado que pacientes com
colestase falciforme intra-hepéatica SCIC tem uma taxa de mortalidade geral de até
50% em adultos e 31% em pacientes pediatricos devido a coagulopatia e insuficiéncia
hepética fulminante (69).

O envolvimento do figado na SCD pode se manifestar principalmente como crise
hepatica falciforme aguda (ASHC) e crise de sequestro hepatico e colestase
falciforme intra-hepética (SCIC), por isso podemos considerar esse achado como
sendo de grande importancia, como um biomarcador de fatores ligados ao aumento
da hemdlise causada na SCD. (68)

O AVC como complicagcéo da SCD afeta 6 a 17% das criancas e adultos jovens em
todo o mundo. O risco de acidente vascular cerebral € maior durante a primeira
década de vida e € mais significativo entre as idades de 2 e 5 anos. Aproximadamente
10% dos pacientes terdo um AVC por volta dos 20 anos. Os subtipos de AVC variam
de acordo com a idade em pacientes com SCD. A incidéncia de AVC isquémico, que
constitui 54% de todos os AVCs na SCD, € maior durante a primeira década de vida
e apos os 30 anos de idade. O AVC hemorragico é mais comum em individuos na
casa dos 20 anos (70).Uma criangca com SCD tem risco de derrame 333 vezes maior
do que uma crianca saudavel sem SCD ou doenca cardiaca (70).

Para o gene MAP3K5 encontramos um aumento significativo para o LDH (UI/L) com
valor de p=0.0016.

Na SCD o papel do LDH é altamente controverso. Por definicdo, a SCD é um distarbio
hemolitico dos eritrécitos. Todas as variantes de SCD tém graus variaveis de
hemdlise e, portanto, tém graus variaveis de niveis elevados de LDh que sdo mais
graves na SCD. Além disso, a gravidade da hemdlise varia entre 0s pacientes,
dependendo do nivel de hemoglobina F, da presenca ou auséncia de delecao de um
gene coexistente e dos haplotipos Bs.(71)

Dada a abundancia relativa de LDH em diferentes tecidos e os danos aos tecidos que
acompanham a SCD, os niveis de LDH sao frequentemente altos ou muito altos no
estado estacionario de pacientes com SCD. Conceitos que associam hiperemdlise a
certas complicacdes especificas da SCD, incluindo hipertensédo pulmonar, uUlceras de
perna e priapismo, sdo muito atraentes e fornecem guias praticos no tratamento de
pacientes com SCD.(72)
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Para gendtipos do SNP rs836729 do gene Tox nao foi encontrado nenhum valor de
associagao estatisticamente significativo entre os parametros avaliados.

O SNP rs11759328 aqui estudado, encontrado na regido do intrdo de ARHGAP18.
esta associado a expressao de HbF, o que pode conferir uma elevacéo dos niveis de
HbF em pacientes chineses com [-talassemia (42). Neste estudo, ndo conseguimos
verificar se rs11759328 (alelo A) estava associado aos niveis de HbF e aos outros 21
aspectos classificados como importantes no fenétipo da SCD, também n&o foi
possivel encontrar associagcbes com a resposta a HU, pois a técnica utilizada nao
demonstrou ter sensibilidade suficiente para diferenciar as temperaturas de curvas de
fus@o obtidas nos diferentes tipos de gendtipos conferidos ao SNP.

Na populagcdo angolana, ndo ha literatura publicada ainda, até onde sabemos, nem
sobre de CCR5A32 entre pacientes com SCD, e se esses polimorfismos poderiam
oferecer um beneficio seletivo para os pacientes.

Em nossos resultados para a genotipagem do SNP rs333 do gene CCR5, somente
foi encontrado 1 paciente com o alelo variante CCR5A32, e 199 pacientes com alelo
selvagem CCRS5, conseguimos verificar a frequiéncia alélica e genotipica do SNP na
populacdo estudada e a mesma seguia a uma frequéncia um pouco inferior para o
alelo variante comparado a populacdo Global e Africana. Para as andlises da
associacao entre os genotipos do SNP rs333 e aspectos fenotipicos da SCD e a
resposta a HU, ndo obtivemos dados com significado estatistico suficiente para
avaliar essas associacoes.

O SNP rs333 do gene CCR5 foi sugerido em varios estudos como sendo um
biomarcador genético molecular que identifica a suscetibilidade a varias doencas
inflamatérias (50) (74), e esses estudos também revelaram que o polimorfismo
variante CCR5-A32 (rs333), uma delec¢ao de 32 pb na regido codificadora no exéo 1
do gene CCRS5, levou a regulacdo negativa do gene com resposta Thl menos
eficiente (51) (75).

Portanto, considerando o papel inflamatorio na fisiopatologia da SCD, o alelo variante
CCR5A32, que codifica o receptor de quimioquinina C-C truncado tipo 5 (CCR5), pode
oferecer um beneficio seletivo em seu portador, pois proporciona uma resposta Thl
mais eficiente. Com isso podemos entender o papel das variacdes genéticas que
podem explicar a diversidade clinica e as taxas variaveis de resposta ao tratamento
entre pacientes com SCD (14) (76).

Para o SNP rs10793902 encontrado no gene ASS1, ndo conseguimos encontrar
associagao entre 0s seus genotipos e a resposta a administracao de HU, (p=0.6872).

ASS1 um dos genes citados em trabalhos anteriores pelo envolvimento na
biossintese e sinalizagdo do 6xido nitrico, no aumento dos niveis de HbF (indicativo
de gravidade da doencga [3-talassémica em pacientes com hemoglobinopatia do tipo
Beta, na eficacia do tratamento com HU em pacientes com talassemia SCD /3 (44) e
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previamente associados a uma alteracao significativa em HbF (% ou g / dl) em
pacientes com SCD (77,) o ASS1 codifica para argininosuccinato sintetase-1 (EC
6.3.4.5), uma enzima que esté envolvida na sintese de arginina e € de fundamental
importancia na sintese de 6xido nitrico(78).

ASS1 foi relatado em um estudo de associacao de SNP significativamente associado
a resposta ao tratamento com HU em pacientes com SCD (79).

Além disso, descobriu-se que ASS1 é expresso diferencialmente entre células
progenitoras hematopoiéticas respondedores a HU e ndo respondedores a HU, apds
tratamento com HU (80).

Curiosamente, o fenilbutirato de sédio (BUPHE NYL, AMMONAPS) e ASS1 foram
originalmente considerados como um par de biomarcador de farmaco pela FDA(81) e
pela EMA(82). Fenilbutirato de sbédio, um medicamento indicado cromoterapia
adjuvante no tratamento crénico dos distarbios do ciclo da uréia foi relatada como
capaz de inducéo transitoria da expressao do gene da y-globina(83).

Uma vez que uma explicacdo mecanicista Obvia para a associacdo de rs10793902
com a eficacia do tratamento de HU esta faltando, pode-se apenas especular que
essas variantes podem estar ligadas a outros elementos gendmicos que conferem
capacidades funcionais alteradas para qualguer mMRNA ou proteina ASS1. Uma
hipétese é que rs10793902 induz a biossintese de 6xido nitrico, seja por meio de
splicing e / ou ligagéo de miRNA (84) e, finalmente, aumentam os niveis de y-globina,
via direcionamento de guanilil ciclase (85).

Com relacdo ao SNP rs836729 Tox, ja foi demonstrado implica¢cdes na modulagao
dos niveis de HbF em pacientes adultos que sofrem de tipo b-hemoglobinopatias, e
pode ser considerada como biomarcador gendmico para prever a resposta a terapia
HU em HbS-b-tal heterozigotos compostos e / ou gravidade da doenca b-tal(36).

Para a associagao entre os genoétipos do SNP rs836729 do gene Tox e os fendtipos
de SCD estudados, nao foi encontrada associacdo entre 0s genotipos e a resposta
ao tratamento co HU (p=0.1386) em nossa populacao.

Em estudos anteriores foram encontrados fortes associagbes nas alteragdes de
porcentagem de HbF e na resposta a terapia a HU para o SNP rs9483947
(MAP3K5)(36).

Nossos achados ndo demonstraram associa¢cao do SNP rs9483947 do gene MAP3K5
com a resposta a terapia com HU (p=0.2128).

Sendo, MAP3K5 um membro das vias p38 e JNK MAPK, envolvido em varias
cascatas de sinalizacao ativadas por sinais de sobrevivéncia e mitogénicos, ou como
uma resposta a varios estresses celulares.

O p38 e a via INK MAPK séo alguns dos mecanismos que foram propostos para estar
envolvidos na inducdo da producédo de Hb F mediada por HU. Parece que a presenca
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de uma repeticdo GCGCG extra pode resultar na diminuicdo da expresséo do gene
MAP3KS5, possivelmente perturbando o p38 e a via JNK MAPK, levando a
incompeténcia de NRs para obter beneficios de HU(54).

Sendo assim nenhum dos SNPs selecionados mostrou associacdo com a resposta a
terapia com HU, podemos relacionar essa ndo associagdo com o numero reduzido da
nossa amostra e o tempo entre o inicio da terapia e a colheita das amostras, pois
somente 52 pacientes foram tratados com o farmaco e as amostras foram colhidas 6
meses apdés essa administracdo. Acreditamos que aumentando o0 numero de
pacientes tratados e analisando os dados da resposta apds pelo menos 1 ano da
administracdo sera possivel verificar associacdes semelhantes as encontradas nos
estudos que possuiam uma coorte maior e que analisaram a resposta apds 2 anos
de tratamento com HU.

Podemos também relacionar a ndo associacdo dos SNPs com os fenotipos da SCD
e com a resposta a HU a regulacao da expressao dos genes onde encontramos 0S
SNPs selecionados por RNA néo codificantes, que podem promover o silenciando
desses genes, com iSSO 0S pacientes ndo expressam esses genes e nao se
beneficiam com os aspectos de melhores fenétipos e na melhor resposta a HU.
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7. Conclusao

No presente estudo, tivemos como objetivo identificar a presenca de 5 SNPs em
genes que se encontram fora da cadeia das globinas, mas previamente associados
em outras populagdes aos fenotipos de gravidade da Anemia Falciforme, niveis de
HbF e resposta a Hidroxiuréia, e verificar a existéncia dessas associacfes em uma
populacdo angolana.

Compreender e conhecer SNPs nos genes como, ARHGAP 18, ASS1, CCRS5,
MAP3K5, TOX, considerados em outros estudos como possiveis biomarcadores para
a gravidade dos fenétipos da SCD, os niveis variaveis da HbF e como biomarcadores
farmacogenomicos para tratamentos.

Isso nos ajuda a compreender o mecanismo da SCD que envolve esses genes e
SNPs e a esclarecer como uma condi¢do genética causada pela troca de um unico
aminoacido pode causar diferencas tdo extensas entres 0s sintomas ligeiros em
alguns pacientes e sintomas extremamente agressivos em outros pacientes.

Esse conhecimento possibilita predizer a eficacia dos tratamentos e criar novas
estratégias de tratamento que melhore a qualidade de vida do paciente e
encontrarmos uma possivel cura. Podemos com isso evitar tratamentos invasivos,
caros e que muitas vezes nao atingem o efeito esperado.

Nesse estudo conseguimos verificar a associagcdo do SNP rs10793902 ASS1 onde
encontramos ligeiro aumento para bilirrubina indireta (mg/dL) com valor de p=0,0414
e uma diminuicdo dos episddios de AVCs com valor de p=0,0473 e para o SNP
rs9483947 MAP3K5 encontramos um aumento significativo para o LDH (UI/L) com
valor de p=0.0016.

Sendo a bilirubina e o LDH metabolitos diretamente envolvidos em vias do
metabolismo comprometidas pela SCD, e os episddios de AVCs complicacdes muitas
vezes graves para o prognaostico do desenvolvimento da SCD consideramos que essa
descoberta possa abrir um caminho para futuras investigagdes aumentando o numero
de participantes investigacdo e abrindo o leque de SNPs considerados, ou até mesmo
a verificacdo de outros fatores envolvidos na expressao genotipica como os RNAs
nao codificantes em especial os microRNAs.

Afim de verificar a associacdo dos SNPs com a resposta a HU devemos aumentar o
namero de pacientes tratados com o farmaco e aumentar o tempo entre 0 a
administracdo e a colheita das amostras, que nesse estudo foi de 6 meses apés a
administracdo, sugerimos que esse tempo seja de pelo menos 1 ano.
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9.1.

Tabela de Curva de Fusao

SNP rs11759328 do gene ARHGAP

9. Anexo

N2 da Mome da |Concentragiode
Data do RT-PCR| Resultado
amostra amostra DNA (ngful)

1 AF1 202 23112000 72

2 AF2 185 2,11/ 2020 716

3 AF3 60.8 2112000 72.2

4 AF4 139 2112000 714

5 AFS 117 2,11/ 2020 718

] AFG 193 2112000 72

7 AFT 164 2,11/ 2000 714

a AF8 171 2,11/ 2020 72

9 AF9 372 23/11/2000 70.4
10 AF10 308 2,11/ 2000 714
11 AF11 131 271172000 716
12 AF12 171.2 2112000 72
13 AF13 114 271172000 ndo amplificou
14 AF14 124 2/11/2000 718
15 AF15 106 2112000 718
16 AF16 g.34 271172000 722
17 AF17 7.18 2,11/ 2020 722
13 AF18 1.89 2112000 72
19 AF19 102 2/11/2020 718
20 AF20 206 2,11/ 2020 718
21 AF21 256 2112000 716
22 AF22 56.4 2,11/ 2000 716
23 AF23 53 2,11/ 2020 72
24 AF24 338 2112000 718
25 AFZS 154 2,11/ 2000 714
26 AF2E 129 2,11/ 2020 718
27 AF27 3.18 23/11/2000 718
28 AF28 5.94 2,11/ 2000 716
29 AFZ9 112.2 2,11/ 2020 714
30 AF30 6.08 2,/11/2000 718
31 AF31 3ra 2,11/ 2000 714
32 AF32 61.4 2711/ 2020 716
33 AF33 116 2,/11/2000 718
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SNP rs11759328 do gene ARHGAP

M2 da Nome da |Concentragio de
Data do RT-PCR| Resultado
amostra amostra DNA (ng/pl)
34 AF34 13.3 2,11/ 2000 722
35 AF35 71.8 2/11/ 2000 718
36 AF36 208 2112000 722
37 AF3T 6.5 2,11/ 2000 718
38 AF3E 416 23/11/2020 72
39 AF39 324 237112020 712
40 AF40 416 2,11/ 2000 72
41 AF41 13.2 30/10/ 2020 72.4
42 AF42 70.8 30/10/ 2020 72
43 AF43 9. 66 30410/ 2020 724
44 AFad 26 30/10/ 2020 714
45 AF45 956 30/10/ 2020 72
46 AF4E 35.6 30410/ 2020 714
47 AFAT 306 30/10/ 2020 718
48 AF48 126 30/10/ 2020 718
49 AF49 199.8 30410/ 2020 718
50 AFS0D 6.2 30/10/ 2020 718
51 AF51 21 30/10/ 2020 716
52 AFS2 18.8 30410/ 2020 718
53 AFS3 2.68 30/10/ 2020 718
54 AFS4 11 30/10/ 2020 716
55 AFE5 274 30410/ 2020 724
56 AFSE 8.38 30/10/ 2020 72.4
57 AFST 4437 30/10/ 2020 ndo amplificou
58 AFSE 5.84 30410/ 2020 724
59 AFSE 5.44 30/10/ 2020 722
60 AFBD 17.8 3010/ 2020 7 2|
61 AFBL 5.84 30/10/ 2020 718
62 AFBZ 234 23/10/2020 71 E|
63 AFE3 19.7 30/10/ 2020 72
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SNP rs11759328 do gene ARHGAP

M2 da Nome da |Concentragio de
Data do RT-PCR| Resultado
amostra amostra DNA (ng/pl)
o4 AFBd 8.18 28/10/2000 722
65 AFE5 115 2,11/ 2000 72
ili] AFBR 18,1 2/11/ 2000 722
67 AFET 592 28/10/2000 722
63 AFG3 492 258/10/2000 716
69 AFEL 6.4 28/10/2020 718
70 AF70 216 2112000 72
71 AFT1 16.3 2810/ 2020 718
12 AFT2 116 28/10/2020 718
73 AF73 716 28/10/2000 72
74 AFT74 378 2810/ 2020 72
15 AFTS 49z 28/10/2020 71
76 AF7E 322 2112000 72
7 AFTT 224 2,11/ 2000 722
18 AFTE 16.6 2/11/ 2000 72
79 AF79 117 2112000 72
a0 AFBD .42 23/11/2020 722
81 AFBL 9.6 2,11/ 2000 72
a2 AFB2 9498 28/10/2020 718
23 AFB3 93.8 28/10/2020 718
84 AFB4 35 28/10/2020 722
a5 AFB5 288 28/10/2020 724
86 AFBG 78.5 258110/ 2020 718
a7 AFET B892 28/10/2020 72
33 AFBS 119 28/10/2020 72
39 AFB9 6.54 2/11/2020 718
a0 AFO0 32,8 3711/ 2000 722
91 AF91 8.2 28/10/2020 72
92 AF92 87 258110/ 2020 718
93 AFS3 3.18 28/10/2020 722
94 AF94 296 3711/ 2000 718
95 AF95 8.92 3/11/2020 712
96 AFOR 56 3711/ 2000 712
97 AFST 342 3711/ 2000 72
938 AFI8 27.6 258110/ 2020 718
99 AFS9 14,1 3711/ 2000 718
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SNP rs11759328 do gene ARHGAP

N2 da Nome da |Concentragdode e e
amostra amostra DNA (ngfpl)
100 AF100 11 23/10/2020 722
101 AF101 8.26 237102020 714
102 AF102 17.8 23/10/2020 72
102 AF103 13.6 23/10/2020 718
104 AF104 4 3/11/2020 718
105 AF105 722 23/10/2020 72
106 AF106 52.8 371172000 718
107 AF107 &0 3112000 7le
108 AF108 232 23/10/2020 718
109 AF109 545 371172000 712
110 AF110 156 23/10/2020 72
111 AF111 51.2 23/10/2020 72
112 AF112 77.2 23/10/2020 718
113 AF113 8.88 23/10/2020 716
114 AF114 6.82 23/10/2020 72
115 AF115 57.6 23/10/2020 72
116 AF116 30.2 23/10/2020 722
117 AF117 152 3/11/2000 722
118 AF118 108 23/10/2020 718
119 AF119 18 237102020 722
120 AF120 3.88 4/11/2020 718
121 AF121 139 4/11/2000 718
122 AF122 286 4112000 722
123 AF123 43.8 237102020 72.2
124 AF124 3.6 23/10/2020 714
125 AF125 a2z 23/10/2020 722
126 AF126 33 237102020 72.2
127 AF127 9.z 23/10/2020 718
128 AF128 244 23/10/2020 72
129 AF129 8.96 4/11/2020 718
130 AF130 43 22/10/2020 718
131 AF131 179 22/10/2020 718
132 AF132 46.8 227102020 M 3o amplificou
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SNP rs11759328 do gene ARHGAP

M2 da Mome da |Concentraciode
Data do RT-PCR| Resultado
amostra amostra DNA (ngful)
133 AF133 47 22/10/2020 724
134 AF134 216 22/10/2020 72.4
135 BAF1 10.2 22/10/2020 718
136 BAF2 16.8 22/10/2020 722
137 BAF3 187 22/10/ 2020 718
138 BAF4 6.86 227102020 718
139 BAFS 256 22/10/2020 722
140 BAFG 8.68 4112000 722
141 BAFT 15 22/10/ 2000 718
142 BAFE 35 22/10/2020 722
143 BAFS 232 22/10/2020 72
144 BAF10 g0 22/10/2020 718
145 BAF11 g.04 22/10/2020 718
146 BAF12 11 227102020 70.8
147 BAF13 50.8 22/10/ 2020 712
148 BAF14 110 411172000 N 3o amplificou
149 BAF1S ag 7 4111/ 2000 72
150 BAF1G 3.26 22/10/2020 718
151 BAF17 444 4112000 72
152 BAF13 6.54 22/1042020 722
153 BAF19 12.3 22/10/2020 718
154 BAF20 318 22/10/2020 722
155 BAF21 106 22/10/ 2000 718
156 BAF22 106 21710/ 2020 72
157 BAF23 &0 217102020 724
158 BAF24 522 4/11/2000 72
159 BAF25 554 21710/ 2020 724
160 BAF26 414 4/11/2020 72
161 BAFZT 18.3 21710/ 2020 724
162 BAF28 16.7 21710/ 2020 716
163 BAF29 40.8 21/10/ 2000 718
164 BAF30 6.34 21710/ 2020 722
165 BAF31 153 21710/ 2020 718
166 BAF32 3.66 4/11/2000 724
167 BAF33 3.14 21710/ 2020 72.4
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SNP rs11759328 do gene ARHGAP

M2 da Mome da |Concentracdode
Data do RT-PCR| Resultado
amostra amostra DNA {ngfpl)
168 BAF34 141 21/10/2020 72
169 BAF3S 962 411172000 722
170 BAF36 33.2 21/10/ 2000 722
171 BAF3T 21.8 21/10/2020 722
172 BAF3S 37.6 21/10/2020 72
173 BAF39 13.9 2171042020 72
174 BAF40 954 4112020 724
175 BAF41 4 06 21/10/2020 72
176 BAF42 7.6 5/11/2020 72.2
177 BAF43 35 5/11,/2000 716
178 BAF44 31.2 &/11,/2020 718
179 BAF4S 216 511/ 2000 716
180 BAF4G 12.3 5112020 718
181 BAFAT 6.84 &/11,/2020 716
182 BAF48 36.2 4/11/2000 724
183 BAF4G 56.8 21/10/2020 M 3o amplificou
184 BAFS0 104 21/10/ 2000 715
185 BAFS1 29 511/ 2000 72
186 BAFSZ 124 411172000 72.4
187 BAFS3 127 5/11/2020 716
188 BAFSE 912 511/ 2020 714
189 BAFSS 974 51172020 722
190 BAFSG 139 5/11/2000 72
191 BAFST 5.04 5112020 722
192 BAFSS 138 &/11,/2020 722
193 BAFS9 45.2 5/11/2020 72
194 BAFB0 19.6 5112020 725
195 BAFEL 28.2 &/11,/2020 72
196 BAFGEZ 127 511/ 2000 716
197 BAFE3 292 21/10/2020 724
198 BAFBL 8.24 &/11,/2020 724
199 BAFES 36.6 511/ 2020 716
200 BAFBEE g3 51172020 716
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