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RESUMO

A Anemia Falciforme (AF) € um problema de salde publica em praticamente todas as popula¢des onde
0 corre, inclusive na brasileira, causada pela homozigose do alelo 8 S [HBB: ¢.20A>T], cujos produtos
proteicos sdo as cadeias B S [B7(A3)Glu>Val].A Hemoglobina (Hb) S (a2 B S 2 ), quando em sua forma
desoxigenada, tem forte tendéncia a formacéo de polimeros, que tornam os eritrécitos rigidos e em forma
de foice, resultando em vaso-ocluséo e hemdlise crénica grave. O tratamento para a doenca se baseia
em transfus@es sanguineas e administracdo de Hidroxiuréia. Entre os moduladores genéticos de
gravidade da AF encontra-se a Talassemia a. A reduzida concentracao intracelular de moléculas de Hb,
dada a menor biossintese de cadeias a, leva a um menor grau de polimerizacéo da HbS, o que, por sua
vez, diminui a intensidade da anemia. A Talassemia a é geralmente causada por delecdes nos genes
gue codificam as cadeias a da Hb ou por muta¢@es no principal elemento regulatério desses genes, o
HS-40 (a-Major Regulatory Element). Este elemento € polimorfico e um dos polimorfismos conhecidos, 0
rs7203560, foi recentemente relacionado a menores escores de hemdlise em pacientes com AF.
Entretanto, dados sobre essa relacéo séo escassos, ndo havendo ainda nenhum estudo na populacéo
brasileira. Os objetivos principais deste projeto s&o determinar a frequéncia da mutagéo rs7203560 e
avaliar se sua presenca se correlaciona com menores graus de hemolise em uma amostra de 60
pacientes adultos com AF do Hemocentro de Pernambuco-HEMOPE. O HS-40 ser4 amplificado pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciado em sequenciador automético (método de
Sanger). As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs7203560 serdo determinadas e 0s
gendtipos comparados com marcadores de hemdlise (reticuldcitos, bilirrubina e a LDH) dos pacientes.
Até 0 momento, as 60 amostras supracitadas ja passaram pela amplificagdo e estdo em processo final
de sequenciamento, e os dados sobre marcadores de hemodlise de cada paciente ja foram coletados e
catalogados, além dos demais determinantes de cada individuo (sexo, idade, uso ou ndo de hidroxiuréia
e comorbidades associadas), e as analises estatisticas ja foram programadas para serem realizadas
assim que os dados de sequenciamento forem obtidos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral: Verificar se os genétipos do polimorfismo rs7203560 se correlacionam com 0s
graus de hemdlise observados em uma amostra de pacientes brasileiros adultos com AF
acompanhados no HEMOPE.

Objetivos especificos:

(1) Determinar a frequéncia do polimorfismo rs7203560 no grupo populacional analisado;

(2) Avaliar os dados de quantificacdo dos seguintes marcadores de hemdlise: percentagem de
reticulécitos e concentracdes plasméaticas ou séricas de bilirrubina direta, indireta e total e da
enzima Lactato Desidrogenase (LDH);

(3) Investigar a existéncia de associa¢do entre 0os gendtipos do polimorfismo rs7203560 (AA,
AC e CC) e os scores hemoliticos apresentados pelos pacientes.

MATERIAIS E METODOS

1) Aspectos Eticos: O presente projeto ja recebeu a autorizagdo do comité de ética (parecer n°
5.940.176) para utilizar os dados clinico-laboratoriais e amostrasde material genético (DNA) de
pacientes com AF previamente coletados no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE) para a
realizagao do projeto de doutorado “Haptoglobina, Hemopexina e Marcadores de Hemodlise,
Hipercoagulabilidade e Inflamacéo Sistémica e Vascular na Anemia Falciforme” orientado pelo
Prof. Dr. Magnun Nueldo Nunes dos Santos (parecer n° 1.504.475).

2) Populacao analisada: O grupo amostral conta com 60 individuos adultos portadores de AF
(68% de homens e 32% de mulheres) e faixa etaria variando entre 19 e 42 anos. Trinta e dois
(53,33%) dos pacientes nunca foram tratados com Hidroxiureia (Hidréia), enquanto os 28
restantes (46,67%) recebem essa droga regularmente. Todos os individuos ndo receberam
nenhuma transfuséo sanguinea ou foram hospitalizados nos trés meses anteriores a coleta dos
dados, e apresentavam um quadro sem indicagao de crises ou infeccdo [Hb em steady state
(estavel)].

3) Sequenciamento das amostras de DNA para identificacdo do polimorfismo rs7203560: A
regidao do cromossomo 16p13.3 que contempla o rs7203560 sera inicialmente amplificada pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com primers e condi¢cdes previamente descritas. 10
O sequenciamento, pela técnica de Sanger, sera realizado em Sequenciador Automatico ABI
PRISM 3500 — Applied Biosystems, com primers também utilizados por Harteveld et al, 2002.

4) Analises estatisticas: As frequéncias dos alelos A e C e dos gendétipos AA, AC e CC serdo
inicialmente determinadas e avaliadas quanto ao equilibrio de Hard-Weinberg no grupo
analisado. Os valores dos indicadoresde hemalise (contagem de reticuldcitos, bilirrubina direta,
indireta e total e LDH), obtidos junto aos prontuarios médicos dos pacientes, serdo comparados,
tanto em relacdo aos alelos quanto aos gendtipos, com o0s testes estatisticos apropriados,
conforme orientac@o da Assessoria de Bioestatistica da Camara de Pesquisa da FCM/Unicamp.
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ATIVIDADES REALIZADAS E RESULTADOS PARCIAIS

A) Preparacdo de amostras para sequenciamento genético

Conforme proposto na pesquisa, as amostras (DNA) de 60 pacientes brasileiros adultos com AF,
provenientes do HEMOPE, ja foram obtidas, e nesses meses iniciais foram preparadas para a
realizacao da amplificacdo (Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR) e sequenciamento - pela técnica
de Sanger — da regido do cromossomo 16p13.3 que contempla o polimorfismo de interesse (rs7203560).
A preparacgéo constituiu-se pela identificagéo da concentragao inicial das amostras e a avaliagédo do grau
de pureza com a utilizacdo do espectémetro NanoDrop®1000 (NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland,
EUA), com posterior adequacao para a concentracdo de 50 a 100ng/uL por meio de diluicde
confirmadas com o mesmo equipamento, sendo as amostras de DNA preparadas para a realizagdo dos
ensaios, separadas em aliquotas de 15uL e armazenadas em ambiente adequado (freezer -800C).

B) Desenho dos oligonucleotideos (primers) para a PCR e Sequenciamento

Uma atencdo especial deve ser dispensada no desenho dos primers com o objetivo de garantir a
especificidade e reprodutibilidade da reacdo de PCR. Portanto, alguns cuidados devem ser
considerados como, por exemplo, a localizacdo dessas sequéncias nos genes, 0 tamanho e
porcentagem de GC do amplicon, que estdo diretamente relacionados com a Temperatura de Melting
(TM) esperada para o produto. Os primers foram desenhados (Tabela 1) com a utilizagdo do software
Primer Express (Applied Biosytems, Life Technologies, Foster City, EUA) e a andlise das sequéncias
foram complementadas com a utilizacdo dos programas Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e Gene
Runner. Vale ressaltar que os primers ja foram adquiridos e encontram-se no Laboratdério.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para a avaliagdo da expressido geénica.

Tamanho do

Primers Sequéncia dos primers
fragmento
Forward GTGCTGACAGACTTGCTGGACA
482 pb
Reverse CGTTATCCTGGCTGTGCTTTAT

C) Realizacdo de PCR, purificacdo de PCR e reacdo de seguenciamento

Todas as 60 amostras previamente preparadas tiveram a regido de interesse (regido do cromossomo
16p13.3 que contempla o polimorfismo alvo {rs7203560}) amplificada por PCR, com quantificacéo pré e
pés amplificacdo com o espectdmetro NanoDrop®1000 (NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland,
EUA). As amostras foram entdo submetidas a purificacdo por meio de kitts de purificagdo, também
checadas antes e apds por meio do espectometro. ApoOs isso, as amostras foram armazenadas em
freezer -80 oC). Todas foram, posteriormente, submetidas a reacdo de sequenciamento pela técnica de
Sanger, obtendo-se aliquotas de 10mcL para cada amostra, todas novamente armazenadas em
ambiente e condi¢cbes adequadas.

D) Planilha com os dados laboratoriais

Cabe destacar que os dados referentes as concentracdes dos marcadores de hemodlise,
correspondentes a cada uma das amostras, ja estdo planilhados e, posteriormente, serdo utilizados para
avaliar a possivel associa¢cdo com polimorfismo rs7203560 alvo desta pesquisa.
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E) Revisdo de literatura

Por fim, foi realizada uma revisdo da bibliografia disponivel acerca dos pontos principais do projeto,
buscando novas atualizacdes ou informacdes, visto que, de nosso conhecimento, até o momento sé ha
na literatura trés estudos publicados analisando a influéncia de polimorfismos do rs7203560 sobre
scores hemoliticos em pacientes com AF, os quais sdo destacados abaixo.

» Alimohammadi-Bidhendi S. et al (2021) descrevem uma pesquisa em populagéo iraniana, descrevendo
um perfil de predominancia de haplétipos do HS-40, importante devido ao numero reduzido de
popula¢des nos quais esse perfil foi tracado.

* Milton JT. et al (2013), Kato GJ. et al (2017) e Rees DC. et al (2022) descrevem e trazem elementos
aprofundados e atualizados sobre a fisiopatologia e sobre as diversas manifestacdes clinicas do
espectro da Doenca Falciforme, apontando tanto os influenciadores genéticos quanto ambientais na
severidade e no tipo de manifestacdes apresentadas. Tais achados corroboram mais uma vez a
importancia da pesquisa sobre os moduladores genéticos da Doencga Falciforme, tal como o objeto de
estudo da atual pesquisa.

* Brandow AM. et al (2022) e Leonard A. et al (2022) apresentam a evolugdo de novas terapias - nos
tltimos 4 anos - modificadoras de doenca em desenvolvimento e aprovadas para o tratamento da
Doenca Falciforme e suas complicagbes (L-glutamina, Crizanlizumab, Voxelotor), bem como
perspectivas futuras para terapia génica, incluindo cura definitiva.

F) Atividades a serem realizadas

As etapas previstas para o proximo trimestre sao:

* A purificagdo dos produtos de sequenciamento seguido da andlise dos resultados do sequenciamento
(n=60);

* A analise estatistica dos resultados com a possivel associacao entre o polimorfismo rs7203560 com 0s
marcadores laboratoriais de hemdlise;

» Além disso, a revisdo da bibliografia continuara sendo realizada para a elaboracdo do relatério final da
IC, do manuscrito e, assim como, de resumos que serdo preparados para submissdao em eventos
cientificos que ocorrerdo no segundo semestre de 2024.
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