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RESUMO

O estudo de variantes genéticas associadas aos niveis de hemoglobina fetal (HbF) em
pacientes com B-hemoglobinopatias tem sido foco de estudos em genética molecular,
visto que a HbF apresenta um efeito global sobre os fenétipos da anemia falciforme (AF)
e da B-talassemia, distdrbios monogénicos mais comuns. Dentre essas variantes estao
rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1), rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) e
rs3191333 (KLF10) e haplétipos Bs que estdo associados aos niveis de HbF. Além disso,
pesquisa em banco de dados publicos e analise de preditores de patogenicidade auxiliam
na interpretacdo dessas variantes genéticas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia das variantes rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1), rs1867380
(AQP9), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10) e dos haplétipos Bs nos niveis de HbF
e nas manifestacoes clinicas dos individuos diagnosticados com B-hemoglobinopatias no
estado do Pard, além de investigar a frequéncia alélica dessas variantes na presente
populacdo e investigar suas respectivas classificacdes de patogenicidade. A populacao
estudada foi composta por 160 individuos com AF e 30 individuos com (-talassemia. Foi
realizada a genotipagem para a populacao investigada, determinado os haplétipos Bs nos
individuos com anemia falciforme, investigado as frequéncias alélicas em banco de dados
internacionais e nacionais e o padrao de patogenicidade das variantes nao sindnimas por
meio de cinco ferramentas de previsao diferentes (FATHMM, SIFT, PROVEAN,
POLYPHEN-2 e PANTHER). Em B-talassémicos foi observado diferenca significativa dos
niveis de HbF para as variantes rs3751395 (FLT1) e rs9376173 (PDE7B), nos quais a
presenca do alelo selvagem possui uma associagdo positiva para os niveis de HbF em
beta talassémicos. Em individuos com anemia falciforme, observou-se associacdo do
gendtipo heterozigoto da variante rs3751395 (FLT1) com as manifestacdes clinicas: crise
vaso oclusivas e algias, demonstrando que esse genoétipo possivelmente é um fator de
risco para essas manifestagfes. Em relagdo aos haplétipos Bs, o genotipo Bantu/Bantu
apresentou relacdo com a diminuicdo dos niveis de HbF e os gendétipos Bantu/Senegal e
Bantu/Camardes relacdo com o aumento dos niveis de HbF, além disso, observou-se
associacao entre o Bantu/Benin com as manifestacdes clinicas: sindrome do térax agudo
e edemas. A pesquisa em bancos de dados publicos internacionais (gnomAD e Clinvar)
permitiu observar que a populagcédo brasileira esta sub representada, principalmente
quando se compara a regido norte do Brasil que possui maior contribuicdo de amerindios
guando comparado as demais regifes do pais. As frequéncias alélicas observadas para
cada variante investigada no presente estudo apresentou alguns resultados divergentes
guando comparados aos bancos de dados nacionais (AbraOM e SELAdb), podendo ser
justificado pelo fato da populacdo brasileira ser altamente miscigenada. Do total das
variantes missenses investigadas pelos preditores de patogenicidade, todas foram
classificadas como benignas. Assim, esses achados enfatizam que tanto a anemia
falciforme quanto a B-talassemia apresentam uma rede complexa que envolvem variantes
associadas com niveis de HbF e manifestacdes clinicas, além dos haplétipos Bs em
individuos com anemia falciforme que em conjunto com fatores ndo-genéticos (questbes
sociais, culturais, econbmicas e ambientais) podem influenciar na evolucdo clinica da
doenca, e que bancos de dados publicos e preditores de patogenicidade podem auxiliar
na orientacao da interpretacdo das variantes genéticas investigadas.

Palavras-chave: B-Hemoglobinopatias; variantes genéticas; haplotipos Bs; HbF
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ABSTRACT

The study of genetic variants associated with fetal hemoglobin (HbF) levels in patients
with B-hemoglobinopathies has been the focus of studies in molecular genetics, since HbF
has a global effect on the phenotypes of sickle cell anemia (SCA) and B- thalassemia,
most common monogenic disorders. Among these variants are rs3751395 (FLT1),
rs2072597 (KLF1), rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) and rs3191333 (KLF10) and
Bs haplotypes that are associated with HbF levels. In addition, research in public
databases and analysis of pathogenicity predictors help in the interpretation of these
genetic variants. Thus, the aim of this study was to evaluate the influence of the variants
rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1), rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) and
rs3191333 (KLF10) and of Bs haplotypes in HbF levels and clinical manifestations of
individuals diagnosed with B-hemoglobinopathies in the state of Pard, in addition to
investigating the allelic frequency of these variants in this population and investigating
their respective pathogenicity classifications. The population studied consisted of 160
individuals with SCA and 30 individuals with B-thalassemia. Genotyping was performed for
the investigated population, Bs haplotypes were determined in individuals with sickle cell
anemia, allele frequencies were investigated in international and national databases, and
the pattern of pathogenicity of non-synonymous variants was investigated using five
different prediction tools (FATHMM, SIFT, PROVEAN, POLYPHEN- 2 and PANTHER). In
B-thalassemics, a significant difference in HbF levels was observed for the rs3751395
(FLT1) and rs9376173 (PDE7B) variants, in which the presence of the wild-type allele has
a positive association for HbF levels in beta-thalassemic individuals. In individuals with
sickle cell anemia, there was an association of the heterozygous genotype of the
rs3751395 variant (FLT1) with the clinical manifestations: vaso-occlusive crisis and pain,
demonstrating that this genotype is possibly a risk factor for these manifestations.
Regarding the Bs haplotypes, the Bantu/Bantu genotype was related to the decrease in
HbF levels and the Bantu/Senegal and Bantu/Cameroon genotypes were related to the
increase in HbF levels, in addition, there was an association between Bantu/Benin and the
clinical manifestations: acute chest syndrome and edema. Research in international public
databases (gnomAD and Clinvar) allowed us to observe that the Brazilian population is
underrepresented, especially when comparing the northern region of Brazil, which has a
greater contribution of Amerindians when compared to other regions of the country. The
allele frequencies observed for each variant investigated in the present study showed
some divergent results when compared to the national databases (AbraOM and SELAdb),
which may be justified by the fact that the Brazilian population is highly mixed. Of the total
of missense variants investigated by pathogenicity predictors, all were classified as
benign. Thus, these findings emphasize that both sickle cell anemia and B-thalassemia
present a complex network involving variants associated with HbF levels and clinical
manifestations, in addition to Bs haplotypes in individuals with sickle cell anemia, which
together with non-genetic factors (social, cultural, economic and environmental issues)
can influence the clinical course of the disease, and that public databases and
pathogenicity predictors can to help guide the interpretation of the investigated genetic
variants.

Keywords: B-Hemoglobinopathies; genetic variants; s haplotypes; HbF



1 INTRODUCAO
1.1 HEMOGLOBINA

1.1.1 Estrutura e génese da Hemoglobina
A hemoglobina (Hb), proteina globular presente no interior dos eritrocitos,

tem como principal funcdo o transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos
do corpo humano. E um tetrAmero, constituido por quatro cadeias polipeptidicas:
um par de cadeias do tipo a e outro de cadeias do tipo ndo a. Cada cadeia
contém um grupo heme que contém ferro e pode se ligar a uma molécula de
oxigénio (VINJAMUR et al., 2018).

O par de cadeias do tipo a podem ser alfa (a) ou zeta (C), e as cadeias do
tipo ndo a, podem ser beta (B), delta (8), gama (y) e épsilon (¢), sendo suas
diferentes combinacBes determinantes para o0s seis tipos de Hb humanas
produzidas nas diferentes fases do desenvolvimento humano, desde o periodo
embrionério até a fase adulta, a saber: Gowerl, Gower2, Portland, fetal (HbF),
HbA e HbA2 (Figura 1) (IVALDI et al., 2014; DA SILVA et al., 2016; TAHER et al.,
2018; VINJAMUR et al., 2018).
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Figura 1- Estrutura das hemoglobinas embrionarias, fetal e adultas. Aglomerados
(clusters) do gene de globina nos cromossomos 16 e 11. Na vida embrionaria,
fetal e adulta, diferentes genes séo ativados ou suprimidos. As distintas cadeias
de globina séo sintetizadas independentemente e, entdo, combinam-se entre si
para produzir as diferentes hemoglobinas (Fonte: HOFFBRAND E MOSS, 2018).

A expressao dos genes da B-globina passam por duas trocas (switch)
essenciais. A primeira durante o periodo gestacional (¢ para y), e a segunda no
periodo pos-natal (y para ), a qual o mecanismo de troca inclui a supressao do

gene da globina fetal (y-globina, HbF) e ativacdo da transcricdo do gene da



globina adulta (B-globina, HbA) (PAPADOPQULOS et al., 2020) (Figura 2). Os
principais tipos de Hb encontradas em adultos sdo a HbA (a2p32) e HbA2 (0252),
que representam 95-98% e 2-3% do total de moléculas de hemoglobina,
respectivamente (CUI e ENGEL, 2017). A HbF também pode ser sintetizada em
adultos compreendendo niveis entre 0,8% e 2% do total de moléculas de
hemoglobina (CUlI e ENGEL, 2017) podendo sua persisténcia ser variavel e
controlado geneticamente (STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005).
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Figura 2- Switch na expressdo génica da [(-globina (Fonte: METTANANDA E
HIGGS, 2018).

1.1.2 Familias génicas das globinas a e B.
As cadeias globinicas, que s&o codificadas por genes estruturais

pertencentes a clusters ou familias génicas, incluem genes funcionais e
pseudogenes localizados em cromossomos diferentes (WAYE e CHUI, 2001). A
sintese de hemoglobina, a nivel molecular, é controlada por duas familias génicas
que codificam as a-globinas localizada no cromossomo 16 e as [-globinas no
cromossomo 11 (Figura 3).

O cluster da globina a contém os genes (, al e a2 que codificam proteinas
funcionais e sdo organizados na ordem de 5'- (2-a2-a1-3' em cada cromossomo
16 (WAYE e CHUI, 2001) dispostos na ordem de sua ativacdo durante o
desenvolvimento, além de trés pseudogenes (wC1, wal e wp) e dois genes
expressos com fungdo desconhecida (4 e 61) (VOON e VADOLAS, 2008). A



regido controladora que se localiza a 40 Kb do gene ¢ é denominada HS-40 e
contém sitios hipersensiveis a Dnase | e sitios de ligacdo de fatores de
transcricdo (DEVILLE et al., 2004).

O complexo da globina beta inclui cinco genes funcionais denominados
epsilon, gama alanina, gama glicina, delta e beta (g, YA, yG, & e B), dispostos na
sua ordem de ativagao e um pseudogene (yp) (FU et al., 2002; ORIGA, 2017). A
regido reguladora da globina beta € denominada Regido Controladora do Locus
(LCR), consistindo de cinco sitios hipersensiveis a Dnase |, a qual € responsavel
pelo controle da expressdo balanceada dos genes da globina beta e exerce
atividades de estimulacéo e inibicdo génica (STAMATOYANNOPOQOULOS, 2005).
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Figura 3 - Diagrama das familias génicas de a e B-globina e producdo de moléculas de
hemoglobina. Os genes que codificam para as moléculas - (HBB), 8- (HBD) e y-globina
(HBG1 e HBGZ2) estao localizados no cromossomo 11 (cluster da 3-globina), enquanto os
genes a-globina (HBA1 e HBA2) estdo localizados em cromossomo 16 (cluster da a-
globina) (ALIYEVA et al., 2018).

AlteracGes génicas nos clusters das globinas, provenientes das mutacées
e/ou delecbes nos genes a- ou B-globina podem causar manifestacdes clinicas
conhecidas como hemoglobinopatias (KOHNE, 2011). Seu diagnéstico precoce
torna-se fundamental na garantia do tratamento adequado, acompanhamento
oportuno e continuo (ROSENFELD et al., 2019), e permite que os individuos
diagnosticados com hemoglobinopatias participem de pesquisas cientificas
relacionadas a identificacdo de variantes genéticas que possam estar associadas

a essas doencas.



1.2 HEMOGLOBINOPATIAS
As hemoglobinopatias sdo uma das doencas de salude publica mais

assoladoras no mundo e classificadas como as doengas monogénicas mais
comuns que afetam aproximadamente 2-7% da populacdo mundial
(KARAMPERIS et al., 2021). O termo “hemoglobinopatia”, que inclui todos os
disturbios genéticos da hemoglobina, se divide em dois grupos principais:
sindromes talassémicas e variantes estruturais de hemoglobina, ambos causados
por mutacdes e/ou dele¢cdes nos genes da globina (KOHNE, 2011).

As talassemias ou sindromes talassémicas, hemoglobinopatias hereditarias
gue acarretam alteracdes quantitativas na sintese das cadeias polipeptidicas,
incluem eritropoese ineficaz, anemia hemolitica crénica, hipocromia e microcitose
(DA SILVA et al., 2016; TAHER et al., 2018). Sdo caracterizadas pela sintese
alterada nas diferentes cadeias de globina que formam as hemoglobinas
(DEGANDT et al., 2018), sendo encontrada com maior frequéncia as talassemias
alfa (a) e talassemias beta () (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

As variantes estruturais de hemoglobina sdo caracterizadas por alteracéo
da estrutura de uma das fracdes da hemoglobina (DEGANDT et al., 2018). A
maioria é resultante principalmente das substituicées nas cadeias a- e 3-globinas,
sendo comuns e clinicamente significativos as HbS, HbC e HbE (PIEL, 2016), as
quais causam o mau funcionamento da hemoglobina (SHAFIQUE et al., 2021).
Deve-se ressaltar que existem também muitas formas que combinam
caracteristicas de ambos os grupos (KOHNE, 2011), com uma variedade de
condicbes heterozig6ticas compostas de hemoglobina falciforme com outras
mutacodes B-globinas (VINJAMUR et al., 2018).

Dentre as hemoglobinopatias, a B-talassemia e a doenga falciforme (DF),
ambas causadas por mutacdes que afetam o gene HBB da B-globina, localizado
no braco curto do cromossomo 11, (THEIN, 2017) e conhecidas como [-
hemoglobinopatias, representam os distarbios monogénicos mais comuns com

uma carga global cada vez maior de doencas (VINJAMUR et al., 2018).



1.2.1 B-Hemoglobinopatias

As B-Hemoglobinopatias resultam de mutacfes no gene HBB, o qual
abrange 1600 pares de bases distribuidos em trés éxons separados por dois
introns, e codifica 146 aminoacidos (THEIN, 2005) como observado na Figura 4,
sendo denominado B-hemoglobinopatia devido ser especifico da p-globina.
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Figura 4 - Representacao estrutural do gene HBB, mostrando seus dois introns e
seus trés exons E-I, E-ll e E-llI (http://www.mun.ca/biology/scarr/Fg17_19.gif).
Essas hemoglobinopatias encontram-se disseminadas pelo mundo, com
aproximadamente, 270 milhdes de portadores de hemoglobinas anormais e
talassemias (DE SANCTIS et al., 2017). Sao as doencas hematoldgicas
hereditarias mais comuns e difundidas pelo mundo, devido a B-talassemia e a
doenca falciforme, as B-hemoglobinopatias mais comuns, serem caracterizadas
por
STRATOPOULOS et al., 2019).

uma extrema heterogeneidade genética e clinica (LETTRE, 2012,

1.2.1.1 Distribuicdo geogréfica

Dentre as talassemias, cerca de 80 a 90 milhdes de individuos séo
portadores de [B-talassemia (ORIGA, 2017) dentre os quais aproximadamente,
1,5% séao heterozigotos (DE SANCTIS et al. 2017). A migracao das populacdes e
0 casamento entre diferentes grupos étnicos permitiu a introducdo dos alelos -
talassémicos em diversas regibes do mundo, com mutacdes especificas (mais
comuns) em cada regidao, como observado na Figura 5.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, ocorre anualmente o
nascimento de 20 a 40 mil criangcas com B-talassemia homozigotica. Atualmente,

a prevaléncia de portadores de [B-talassemia no Brasil é baixa, com 1,3% da



populacdo brasileira caucasoide portadora, conforme observado no banco de
dados IthaGenes, o qual coleta dados sobre hemoglobinopatias provenientes de
literatura revisada por pares utilizando PubMed (KOUNTOURIS et al., 2014). Do
total de portadores beta talassémicos, 90% sao classificados com talassemia
Os

dados mais recentes coletados no Brasil, os quais comparam as regiées do Brasil,

menor, segundo a Associacdo Brasileira de Talassemia (MARTINO, 2020).

se referem ao periodo de 2013 a 2015, e mostram que 0s maiores nameros de
pessoas com talassemia beta grave (maior e intermediaria) foram evidenciados
nas regides Sudeste (60%), seguidos pelas regides Nordeste (17%), Sul (10,4%),
Centro-Oeste (7,3%) e Norte (5,3%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Figura 5 - Mutagbes comuns da B-talassemia em diferentes regides do mundo
(Fonte:COLAH,GORAKSHAKAR e NADKARNI, 2010).

A doenca falciforme, globalmente, possui uma incidéncia estimada entre
300.000-400.000 recém-nascidos a cada ano, com maior prevaléncia na Africa
Subsaariana (Figura 6). Em 2010, na Africa o nimero estimado de nascimentos
com Anemia Falciforme (AF) foi de ~230.000, o que correspondeu a ~75% dos
nascimentos com AF em todo o mundo (KATO et al., 2018). A incidéncia de DF
varia por estado, raca e etnia.

Segundo o banco de dados IthaGenes, a prevaléncia de portadores de
doenca falciforme no Brasil € de 4% na populacdo (KOUNTOURIS et al., 2014).



Estima-se que 30.000 individuos estdo diagnosticados com DF em todo o pais
(KATO et al., 2018). Entre os estados brasileiros, a incidéncia de DF em recém-
nascidos varia substancialmente, devido o resultado da heterogeneidade étnica
de sua populacdo. Em 2014, a incidéncia de DF foi de 1 em 650 recém-nascidos
no estado da Bahia, 1 em 1.300 no estado do Rio de Janeiro, 1 em 1.800 no
estado do Espirito Santo e 1 em 13.500 nos estados do Parana e Santa Catarina
(Ministério da Saude, 2014). Na regido norte, onde a populacdo de pardos é mais
comum, a frequéncia do traco falciforme tende a ser maior, uma vez que ha maior
prevaléncia de traco falciforme na populacdo negra e parda (ROSENFELD et al.,
2019).

mo ?‘
m 1-25
26-50 ..

51-100 S
101-250 A
251-500

= 501-1.000

W 1001-1659 {
NA

Figura 6 - Mapa dos numeros estimados de recém-nascidos com anemia
falciforme por 100.000 nascimentos por pais em 2015. NA, ndo aplicavel (Fonte:
KATO et al.,2018).

1.2.1.2 B-Talassemia

1.2.1.2.1 Genética e Fisiopatologia
A B-talassemia, deficiéncia na sintese de globinas do tipo B (localizadas no

cromossomo 11 (11p 15.15), causada pela sintese reduzida (B+) ou ausente (30)
das cadeias de B-globina da hemoglobina (ORIGA, 2017), decorrem em sua
maioria por muta¢des pontuais que afetam a qualidade ou a quantidade do RNAm

produzido por pequenas delegdes ou insergcdes no gene da globina $ (THEIN,



2013) e, raramente, por grandes dele¢cdes (THEIN, 2013; GOLDMAN e
SCHAFER, 2018).

Para nomenclatura das B-talassemia o B* representa a producao diminuida
da proteina, enquanto a representacdo B° indica a auséncia total na expresséo do
gene beta (DA SILVA et al., 2016). Nos casos de B*-talassemia, a quantidade de
sintese residual varia de menos 5% a quase 90% em relacéo ao normal (ZAGO et
al., 2013), e ainda pode ocorrer uma diminui¢cdo bastante discreta na produgéo do
gene, o que é conhecido como portador silencioso (DA SILVA et al., 2016). Deve-
se ressaltar que o determinante primério da gravidade da p-talassemia é o tipo de
alelo B encontrado (B0, B+, B++), que pode ser amenizado pela co-heranca de
interacdo com a a-talassemia e capacidade inata de aumentar a producdo de
cadeias y (JAING et al., 2021).

Os individuos com B-talassemia podem ser heterozigotos (tem somente um
gene pB-talassémico, como B/B+ ou B/BO) ou homozigotos (tem dois genes -
talassémicos, como (O/BO ou P+/B+), podendo o0s homozigotos serem
heterozigotos compostos, pois possuem dois genes [B-talassémicos com defeitos
moleculares diferentes (ZAGO et al.,, 2013). Dessa forma a gravidade da B-
talassemia se refere ao numero de coépias do gene afetado pela mutacéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A fisiopatologia da [B-talassemia estd diretamente relacionada com o
desequilibrio entre as sinteses de a- e B-globina, causada pela producédo
insuficiente da molécula de B-globina. Esse desequilibrio resulta num excesso de
cadeias de a-globina ndo pareadas, o que ocasiona na precipitacdo destas
cadeias dentro dos precursores eritréides, prejudicando sua maturacéo e podendo
levar a morte celular e consequentemente a uma anemia (SANKARAN e ORKIN,
2013), mostrando assim, que a [B-talassemia resulta de uma combinacdo de

eritropoiese ineficaz, anemia hemolitica e sobrecarga de ferro (Figura 7).
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Figura 7 - Representacdo esquematica do processo fisiopatoldgico da beta
talassemia (Fonte: Martins, 2010)

1.2.1.2.2 Manifestacdes clinicas
A classificagdo da B-talassemia possui as seguintes denominacgfes de

acordo com a gravidade: [B-talassemia menor /traco talassémico beta, PB-
talassemia intermediaria e B-talassemia maior (MINISTERIO DA SAUDE, 2016;
ORIGA, 2017). As manifestacdes clinicas da p-talassemia sdo variadas,
abrangendo do estado assintomatico (B-talassemia menor) ao estado dependente
de transfusdo sanguinea (B-talassemia maior) (THEIN, 2005). As complicacdes
clinicas como a esplenomegalia, problemas esqueléticos, enddécrino, cardiaco e
hepatico estdo relacionadas com o estado anémico e sobrecarga de ferro
decorrente da absorcdo aumentada de ferro e transfusbes sanguineas
(NIENHUIS e NATHAN, 2012).

Individuos com [-talassemia menor séo principalmente heterozigotos, com
mutagao presente em uma das cadeias da B-globina (8+ ou B0) (ORIGA, 2017).

Sao clinicamente assintomaticos na maioria dos casos, podendo apresentar uma
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leve anemia microcitica e hipocrébmica, e denominados como portadores
silenciosos (CHOUDHRY, 2017). Individuos com B-talassemia intermediaria,
apresentam uma severidade intermediaria, com uma variedade fenotipica que se
estende de uma leve anemia a uma anemia severa (BORGNA-PIGNATTI,
MARSELLA e ZANFORLIN et al., 2010), e sdo em sua maioria homozigotos ou
heterozigotos compostos (ORIGA, 2017). Por outro lado, na 3-talassemia maior,
também chamada de anemia de Cooley, as manifestacfes clinicas comecam a
aparecer nos individuos entre 6 e 24 meses, sendo caracterizada com uma
anemia grave, hemolise e eritropoiese ineficaz (SAYANI, 2015). Os individuos
diagnosticados com [-talassemia maior, sdo homozigotos ou heterozigotos
compostos para os genes B0 ou B+, sendo na maioria dos casos homozigotos
para B0 (BO/B0) (ORIGA, 2017). Este amplo espectro de variagcdes das
manifestacdes clinicas presentes nas talassemias, os diferentes alelos afetados e
a associacao desses com outras hemoglobinopatias tornam a talassemia uma
doenca complexa e de dificil diferenciacido (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

1.2.1.3 Anemia Falciforme

1.2.1.3.1 Genética e Fisiopatologia
A doenca falciforme, termo que define um grupo de doencas hereditérias,

como anemia falciforme (AF), HbSC e HbSp-talassemia, é caracterizada por
mutacdes no gene que codifica a subunidade 3 da hemoglobina (HBB) e pela
presenca do alelo Bs da Hb falciforme (HbS), ou seja, ocorre quando ambos 0s
alelos HBB estdo mutados e pelo menos um deles é o alelo Bs. O gendétipo mais
comum da DF é a anemia falciforme, o qual apresenta dois alelos Bs (Bs/Bs)
(KATO et al., 2018).

A anemia falciforme € causada por uma substituicdo de uma Unica base (A-
>T) no sétimo cdédon da cadeia de B-globina resultando na presenca de valina no
lugar do éacido glutamico (Glu7val) (VINJAMUR et al., 2018), ocasionando o
surgimento da chamada hemoglobina falciforme (HbS, azfs2). Esta hemoglobina
polimeriza no estado desoxi-hemoglobina induzindo os eritrécitos a assumir a
forma de foice - marca registrada da doenca (EATON & BUNN, 2017).
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A falcizacdo dos eritrocitos afeta a homeostasia celular, pois causa
desidratacdo celular, lesdo de membrana e até depuracdo prematura de
eritrécitos (VINJAMUR et al., 2018), acarretando anemia hemolitica crénica,
episodios imprevisiveis de dor e danos generalizados aos 6rgaos, dentre outros
sintomas clinicos da anemia falciforme (KATO et al., 2018). Caso né&o
diagnosticada e tratada desde o inicio, pode levar a uma cascata fisioldgica em
que é observado interagcbes anormais de leucdcitos, plaguetas e células
endoteliais, inflamacgéo, suscetibilidade infecciosa, vaso-oclusdo, crises de dor
recorrentes, lesdo de 6rgdos, que resultardo em mortalidade precoce (VINJAMUR
et al., 2018).

1.2.1.3.2 Manifestacdes clinicas

7

A anemia falciforme é uma condicdo que apresenta manifestacoes
variaveis (ROBERTS-HAREWOOD, 2009), como as crises vaso-oclusivas, a
sindrome toracica aguda, infeccdes, acidente vascular cerebral, algias e edemas
gue variam consideravelmente em frequéncia e gravidade entre os individuos
(DRISS et al., 2009; BALLAS et al., 2012). As crises vaso-oclusivas (CVO) sao
umas das principais caracteristicas clinicas da anemia falciforme, provocando dor
isquémica, de intensidade variavel, geralmente intensa, com recorréncia
imprevisivel que pode durar por toda a vida (BALLAS et al, 2012). Essa
manifestacdo clinica resulta da oclusdo microvascular que impede o fluxo
sanguineo e consequentemente leva a isquemia, edema, dor, necrose e danos
nos orgaos dos individuos diagnosticados com anemia falciforme (INUSA et al.,
2019).

A sindrome toracica aguda (STA), segunda causa de hospitalizacdes dos
pacientes com AF, se caracteriza por um infiltrado pulmonar com dor toracica
aguda e intensa febre, tosse e dispnéia (GALARNEAU et al., 2013). Esta
associada a infec¢gbes pulmonares, e tem causas multifatoriais como infeccao,
embolia pulmonar gordurosa decorrente do infarto da medula 6ssea e sequestro
pulmonar, sendo precedida na maioria dos casos por CVO (BALLAS et al., 2012;
NOVELLI e GLADWIN, 2016).



12

As infeccdes estdo associadas a reducdo da fungéo esplénica decorrente
dos processos de vaso-oclusdo que obstruem os corddes esplénicos do baco,
reduzindo sua capacidade imunolégica e tornando 0s pacientes suscetiveis a
infecbes (CANNAS et al., 2019). O acidente vascular cerebral (AVC), sindrome
neurologica aguda, resulta em isquemia focal acompanhada de sinais
neurologicos e atinge aproximadamente 10% dos pacientes com AF. Sua
incidéncia em criangas com AF é cerca de 300 vezes maior do que na
populacdo pediatrica em geral (KATO et al., 2018).

As algias podem ser ocasionadas pela vaso-oclusdo e dificuldade de
circulacdo do sangue causada pela obstrucdo de pequenos vasos (FIGUEIREDO,
2007). Na infancia é frequente a dactilite, conhecida como “sindrome mao-pé”,
decorrente da isquemia da medula 6ssea das maos e/ou pés, resultando em
edemas e dor nas areas afetadas; e na fase adulta as algias podem ocorrer por
toda a extensédo do corpo (INUSA et al., 2019). Essas diferentes manifestacdes
clinicas mostram que a anemia falciforme apresenta uma grande variabilidade

clinica, a qual pode estar associada a interferentes genéticos distintos.

1.2.1.3.3 Haplétipos do gene da Bs-globina.

Paralelamente a mutacdo pontual que da origem a HbS, existem os
haplétipos do gene da B-globina que também sdo possiveis indicadores da
variacdo fenotipica da anemia falciforme (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2013),
uma vez que estdo relacionados ao nivel de HbF (ZAGO e SILVA PINTO 2007). A
pesquisa dos haplétipos Bs pode ser realizada na discriminacdo entre os eventos
epistaticos ligados ao alelo Bs que modulam a expresséo fenotipica da AF e no
monitoramento do fluxo do alelo Bs nas diferentes populacbes humanas
(LAPOUMEROULIE et al., 1992).

Cinco principais haplotipos foram observados e denominados de acordo
com sua origem étnica e geografica onde sdo mais frequentes (Figura 8): Benin
(BEN) associado & Africa Ocidental; Bantu ou Republica Centro Africana (CAR) a

Africa Oriental e Centro-Sul; Senegal & Africa Atlantico-Ocidental; Arabe-Indiano a
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india e Peninsula Arabica e o Camardes a Costa Ocidental Africana (LINDENAU
et al., 2016).

Atipicos
Bantu

Benin
Camardes
Senegal

Figura 8 - Padrdes de distribuicdo dos haplotipos na Africa e no Brasil (Fonte:
LINDENAU, 2009)

A caracteristica fenotipica dos pacientes com AF é também influenciada
pelo padrdo de haploétipos encontrados. Ao correlacionar a clinica dos pacientes
com AF e os haplétipos Bs foi observado que os pacientes com o haplétipo
Senegal apresentam curso clinico mais brando quando comparado com o0s
demais. Por outro lado, o haplétipo tipo Bantu, apresenta curso clinico grave,
iniciando crises vaso-oclusivas mais precocemente, e os haplétipos Benin e
Camardes, apresentam uma clinica intermediaria (POWARS e HITI, 1993;
STEINBERG, 2009).

1.2.1.4 Diagnéstico da B-Talassemia e Anemia Falciforme

A separacado da hemoglobina em suas diferentes fragcfes fisiologicas com
medicdo de HbA2 e HbF para diagnostico de talassemia e deteccéo de fragbes de

hemoglobinas anormais para o diagnéstico de variantes de hemoglobina servem
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como triagem analitica para hemoglobinopatias (DEGANDT et al., 2018). No
Brasil, individuos que néo fizeram exame de triagem neonatal podem realizar a
eletroforese de hemoglobina em suas diferentes metodologias, como triagem
diagndstica para doenca falciforme e outras hemoglobinopatias (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

O diagnéstico para B-talassemia € estabelecido com os achados
hematolégicos de anemia microcitica hipocrbmica, hemacias nucleadas no
esfregaco sanguineo, niveis diminuidos de HbA, niveis aumentados de HbF e
confirmado com a analise molecular de HBB (ORIGA, 2017). Na B-talassemia, o
padrdo de Hb varia de acordo com cada classificacdo talassémica. Niveis de
HbA2 encontra-se aumentada em B-talassemia menor e variavel em B-talassemia
homozigética e heterozigdtica composta. Em homozigotos B° observa-se auséncia
completa de produgédo de cadeia 3-globina e o nivel de HbF constitui 92-95% da
Hb total. Em homozigotos 3+ e +/ B0 compostos os niveis de HbF se encontram
entre 70-90% e HbA entre 10-30% variando de acordo com a reducéo da sintese
de B-globina apresentada (ORIGA, 2017).

Atualmente, os métodos que se baseiam nos padrées de hemoglobina sao
utilizados para triagem (Quadro 1) e sdo seguidos pelo teste molecular para
confirmacéo diagndstica da B-talassemia (ALIYEVA et al., 2018). E observado
que as percentagens de HbA2 e HbF sdo as principais caracteristicas
diagnésticas da talassemia (SATTA et al., 2017).

Conforme observado no Quadro 1, os portadores de [-talassemia
apresentam nivel de HbA2 elevada, e os niveis de HbF estdo geralmente dentro
da faixa de normalidade. Porém, os niveis de HbF podem ser elevados devido a
co-heranca com outras variacdes do gene da globina, haplétipos especificos do
cluster génico de B-globina ou variantes de genes néo globinicos que afetam a
transcricdo do gene da y-globina (TRAEGER-SYNODINOS et al., 2015).
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Quadro 1. Parametros diagnostico das Talassemias.
indices
Talassemias hematimétricos Padrdes de hemoglobina
Portadores ~ de  B- |} VCM v HCM4 RBC 4 HbA2

talassemia

B-talassemia v Hb 4 HbF
maior/intermediaria

a*-Talassemia Normal Normal

al-Talassemia , VCM, y HCM Normal ou v HbA2
dB-Talassemia Vv VCM, ¥ HCM Normal ou ¥ HbA2 4 HbF

Fonte: adaptado de Aliyeva et al., 2018.

Para o diagnostico da DF, existem quatro periodos de testagem: pré-
concepcao, pré-natal, neonatal e pés-neonatal (KATO et al., 2018). No geral, para
anemia falciforme o diagndstico é estabelecido conforme resultado hematoldgico
do esfregaco sanguineo, resultado do hemograma, contagem de reticuldcitos,
teste de solubilidade de Hb e analise do perfil de Hb por HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) ou eletroforese de zona capilar (review in RISOLUTI et
al.,, 2020). Os resultados geralmente apresentam anemia hemolitica, com
resultados de eritrécitos e hemoglobina baixos, contagem de reticuldcitos
variaveis dependendo da hemdlise das células, esfregaco apresentando células
falciformes, teste de solubilidade de Hb positivo, HPLC com HbF elevada e
presenca de HbS na eletroforese de hemoglobina (ARISHI, ALHADRAMI e
ZOUROB, 2021).

Deve-se ressaltar que os métodos de triagem para o diagnostico de
hemoglobina normalmente ndo apontam mutacfes, o que causa problemas na
precisdo diagndstica, obstaculo este que o diagnéstico molecular por
sequenciamento de nova geracdo pode ser capaz de superar (KARAMPERIS et
al., 2021). Além do mais, a heterogeneidade fenotipica das B-hemoglobinopatias
necessita das abordagens gendmicas para identificar modificadores genéticos

gue poderao ser explorados terapeuticamente (NGO e STEINBERG, 2015).

1.3 MODULADORES GENETICOS DAS B-HEMOGLOBINOPATIAS

Durante mais de um século, as B-hemoglobinopatias tém sido o foco de

estudos em genética molecular, porém as estratégias de tratamento permanecem
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sendo elucidadas (VINJAMUR et al., 2018), pois apesar da aparente simplicidade
genética, como no caso da anemia falciforme e B-talassemia, exibem um espectro
notavel de gravidade fenotipica (THEIN, 2017).

Fatores que afetam o mecanismo central subjacente a fisiopatologia da
anemia falciforme e da B-talassemia tem um efeito global sobre o fenétipo da
doenca (THEIN, 2013). Dois principais modificadores genéticos sao
compartilhados por essas B-hemoglobinopatias: genoétipo da a-globina e
capacidade de produzir hemoglobina fetal (HbF, azy2) (THEIN, 2017). Na opinido
de especialistas a HbF é considerada o modelador mais forte da anemia
falciforme (NGO e STEINBERG, 2015; STEINBERG et al., 2019), e seus niveis
elevados melhoram as complicacbes clinicas das p-hemoglobinopatias
(KARAMPERIS et al., 2021).

Na [B-talassemia, a inducdo da sintese HbF pode reduzir a gravidade,
melhorando o desequilibrio entre a-globina e cadeias nao-a-globina, ou seja,
compensa a producdo defeituosa da B-globina (ORIGA, 2017). E na anemia
falciforme, exerce um efeito protetor anti-falciforme, onde a y-globina reduz a
falcizagdo nos eritrécitos reduzindo a concentracdo geral de hemoglobina
falciforme (EATON e BUNN, 2017).

1.3.1 HbF

A HbF é formada quando as cadeias de y-globina se combinam com a a-
globina. Ela torna-se a hemoglobina predominante durante o periodo gestacional
(TAHER et al.,, 2018). Apdés o nascimento, ocorre a troca de globinas para
expressao de hemoglobina do adulto (SANKARAN e ORKIN, 2013), com niveis
normais de HbF, ap6s a idade de 2 anos, geralmente entre 0,8% e 2% (CUI e
ENGEL, 2017). Deve-se ressaltar que essa mudanga da HbF (a2y2) para a Hb
adulta (a2p2) depende da repressao ou silenciamento do gene y-globina (WANG
e THEIN, 2018), e sua concentracdo ndo é pancelular, concentrando-se nas
denominadas células F (DEMIRCI, LEONARD e TISDALE, 2020)

O estudo da concentracdo de HbF e sua regulacdo em adultos ja leva
décadas de estudo (THEIN, 2013). A troca de globinas, que é uma transicéo
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normal do desenvolvimento da produgdo de hemoglobina fetal (a2y2; HbF) para a
adulta (02B2; HbA) é uma area de interesse no contexto das abordagens
terapéuticas relacionadas a [-hemoglobinopatias (KARAMPERIS et al., 2021),
devido a sua importancia clinica (BORG et al.,, 2012). A manifestacdo das
complicacBes da B-talassemia e anemia falciforme ocorre apdés a mudanca da
expressdo do gene y-globina para B-globina apés o nascimento (FARD et al.,
2013). Foi observado que apenas quando os niveis de HbF diminuem, os
disturbios da B-hemoglobina se manifestam clinicamente (WATSON, 1948) e que
mesmo uma modesta elevagdo dos niveis de HbF em adultos pode melhorar a
gravidade clinica das p-hemoglobinopatias (VINJAMUR et al., 2018).

A expressdo elevada de hemoglobina fetal nas p-talassemias e anemia
falciforme melhora o diagnéstico de seus portadores, o que motiva ainda mais as
investigacdes sobre os mecanismos de troca de hemoglobina (VINJAMUR et al.,
2018). Na B-talassemia, a expressao de HbF diminui 0 acumulo e a precipitacédo
das cadeias a-globina, o que reduz a eritropoiese ineficaz, compensando a
subproducdo de [-globinas; e na anemia falciforme sua expressdo pode
interromper a polimerizagdo da hemoglobina falciforme (CUl e ENGEL, 2017).

A HbF afeta diretamente o nivel primario da doenca falciforme, reduzindo a
propensédo para a polimerizacédo de HbS e atenuando a concentragéo intracelular
de HbS (THEIN, 2013), o que leva a hipétese de que y-globina fetal tem um efeito
de melhora na anemia falciforme. Fato este que ocasionou, nas ultimas trés
décadas, a esforcos de tentar identificar uma maneira eficaz de induzir a sintese
de HbF como uma terapia potencial para doenca falciforme (CUl e ENGEL, 2017).

A genética preditiva de HbF tem vantagens, como o conhecimento prévio
sobre o impacto clinico da HbF (THEIN, 2013). O avanc¢o da tecnologia genética
vem permitindo que seja investigado a interacdo entre os atores moleculares
necessarios para o silenciamento da y-globina (HBG1/HBG2) (VINJAMUR et al.,
2018). A compreensao dos repressores e co-repressores da y-globina e a troca
de HbF para HbA no desenvolvimento forneceu informacfes estratégicas para
ativar a expressao dos genes da globina fetal no tratamento de B-talassemia e DF
em adultos (THEIN, 2018).
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O esclarecimento de mecanismos moleculares relacionados a troca
globinica de HbF para HbA tem sido objeto de estudo ha mais de 40 anos, uma
vez que a reativagdo da y-globina seria uma uma intervencao terapéutica para
pacientes com (3-hemoglobinopatias (BORG et al., 2012). Esforgos conjuntos tém
sido feitos, nas ultimas décadas, para identificacdo de uma maneira eficaz de
induzir a sintese de HbF em células eritroides adultas, e assim encontrar uma
forma de auxiliar na terapia das B-hemoglobinopatias (CUI e ENGEL, 2017), como
ocorre na terapia génica que representa atualmente uma nova promessa
terapéutica (JAING et al., 2021).

Além do mais, a pesquisa de biomarcadores surge com intuito de revelar a
correlacdo de genes especificos e variantes genémicas que possam auxiliar no
desenvolvimento de terapia personalizada para individuos diagnosticados com [3-
hemoglobinopatias. E importante ressaltar que ja foram detectadas variantes em
genes localizados dentro e fora do locus do gene da B-globina humana com
importante papel no aumento dos niveis de HbF (PAPADOPOULOS et al., 2020;
KARAMPERIS et al.,, 2021; SALES et al., 2021.). Dentre os modificadores
genéticos nao ligados ao locus do gene da B-globina, estdo variantes dos genes
KLF1, KLF10, FLT1, AQP9 e PDE7B que serdo descritos posteriormente.

1.3.1.1 Gene KLF1
O gene Kruppel-like factor 1 (KLF1), também conhecido por EKLF

(Erythroid Kruppel-like fator) ou EKLF/KLF1, codifica um fator de transcricdo que
regula a expressao da eritropoiese, desempenhando papéis importantes na troca
de genes da globina, no comprometimento da linhagem eritroide e na maturacao
eritrocitaria (SIATECKA M, BIEKER, 2011; GNANAPRAGASAM, 2018), sendo
considerado um dos mais importantes fatores de transcricdo que se liga e regula
a funcdo do gene HBB (ORIGA, 2017).

KLF1 esta localizado no cromossomo 19p13.2, tem aproximadamente 3 kb
de DNA gendmico e consiste de trés exons que codificam uma proteina de 362
aminoacidos (WAYE, 2015). Regula a troca genética de y-globina para 3-globina,
recrutando o gene da B-globina durante a fase adulta para substituir o gene da y-

globina dentro do centro ativo da cromatina; e atua como ativador direto de genes
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que codificam repressores da expressao do gene da y-globina (TALLACK e
PERKINS, 2013). Observa-se, assim, que o gene KLF1l ativa o gene HBB
diretamente, proporcionando uma vantagem competitiva e também silencia
indiretamente a y globina por meio da ativagdo do gene BCL11A (THEIN, 2018).
Deve-se ressaltar que ambos 0s genes sao o0s principais reguladores envolvidos
no processo de troca globinica da y- para B-globinas (LAMSFUS-CALLE et al.,
2020) (Figura 9).

Repressor de y-globina . \

HBD HBB

HBE1 HBG2 HBGT1

LCR

Figura 9 - Regulagéo da y-globina pelo gene KLF1 (Fonte: adaptado de Vinjamur
et al., 2018).

Recentemente o gene KLF1 é considerado um regulador mestre na troca
de y- para B-globina (PAPADOPOULOS et al., 2020), e tem sido proposto como
um potencial gene estratégico para o tratamento das B-hemoglobinopatias, visto
gue sua expressao reduzida consequentemente leva ao aumento de HbF, o qual
melhora os sintomas de [B-talassemia e doencga falciforme (HESHUSIUS et al.,
2022). Porém, apesar da modulacdo de sua expressao resultar em niveis
elevados de HbF, ainda é necessério varios estudos, pois além deste gene ter um
papel chave na regulacdo dos eritrdides, ha dificuldade em alcancar
especificidade devido a ampla gama de atividade eritroide (VINJAMUR et al.,
2018).

Desde 2010, mais de 65 variantes do gene KLF1 foram descritas, e seu
sequenciamento esta sendo recomendado para casos de talassemia com niveis

de HbA2 limitrofe/elevado, especialmente se acompanhada por HbF elevado



20

(PERKINS et al., 2016). Achados de Liu e colaboradores (2014) sugerem que
essas variantes ocorrem na presencga da [3-talassemia para aumentar a producao
de HbF, o que consequentemente ira diminuir a gravidade clinica da doenca.
Porém muitas variantes deste gene ainda possuem significado desconhecido
(PERKINS et al., 2016), o que pode ser devido a falta de pesquisas mais
aprofundadas.

1.3.1.2 Gene KLF10.

O gene Kruppel-like factor 10 (KLF10), também conhecido como TGF-3
Inducible Early Gene-1 (TIEG1) e classificado como um membro da familia dos
fatores de transcricdo Kriuppel-like, possui um papel importante na regulacédo da
proliferacdo celular, apoptose e reacdo inflamatdria em células do carcinoma
humano (WU et al., 2021).

O KLF10 esta localizado no cromossomo 8g22.2, abrange 6,5 kb e
consiste de quatro éxons que codificam uma proteina de 480 aminoacidos. Foi
identificado como supressor de tumor quando seus niveis foram correlacionados
com os estagios do cancer de mama, e outros canceres, além de desempenhar
um papel na ativacao da resposta inflamatéria, sendo relacionado a diferenciacéo
celular e considerado um gene alvo para uma variedade de vias de sinalizacao
(SUBRAMANIAM et al., 2010).

O gene KLF10 pode ativar ou reprimir a transcricdo de varios genes
(SUBRAMANIAM et al., 2010). Foi associado pela primeira vez a eritropoiese por
Borg e colaboradores (2012), agindo através do gene SIN3A correpressor, o qual
reprime a atividade de KLF1, resultando em uma sintese reprimida de HbA e
sintese aumentada de HbF. Também é relatado que o gene SIN3A, em conjunto
com o gene HDACI, se liga a KLF1 e reprime a atividade de KLF1, o que iria
reprimir a sintese de B-globina e, consequentemente, levar a um aumento na
sintese de globina fetal (GRAVIA et al., 2016). No banco de dados STRING, no
qual é possivel analisar a relacdo das interagGes proteicas, € observada interacdo
entre KLF1, KLF10, SIN3A e HDAC1 (GRAVIA et al., 2016), conforme observado
na Figura 10.
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Figura 10 - Representacéo da interagdo proteica entre KLF10, KLF1, SIN3A e
HDACL1 predita pelo banco de dados STRING. As linhas coloridas correspondem
a dados conhecidos (azul claro: bancos de dados curados; rosa: determinados
experimentalmente), previstos (verde: vizinhanca gendmica; vermelho: fuséo
génica; azul: co-ocorréncia génica) e outros (verde claro: mineracao de dados na
literatura; preto: co-expressao na mesma ou em outras espécies).

Percebe-se, assim, que o KLF10 de forma indireta pode modificar a
producao da y-globina, o que consequentemente ira afetar no nivel de HbF e
melhorar o fendtipo das [B-hemoglobinopatias (ELALFY et al.,, 2017). Forte
candidato a marcador farmacogenémico, a analise do gene KLF10 possibilita
distinguir respondedores e nao-respondedores ao tratamento com hidroxiureia
(HU), medicamento indutor transitério da expressdo do gene da y-globina
responsavel por melhorar o fenétipo da doenca falciforme, aumentando o nivel de

HbF (BORG et al., 2012; ELALFY et al., 2017).

1.3.1.3 Gene FLT1
O receptor-1 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1/FLT-1)

estd localizado no cromossomo 13gl12.3, consiste de 33 éxons, e €
estruturalmente um receptor de tirosina quinase tipico de cerca de 180 kDa
(SHIBUYA, 2001). Sua expressdao € encontrada em ceélulas endoteliais
vasculares, células trofoblasticas placentarias, incluindo células tronco

hematopoiéticas e mondcitos do sangue periférico, promovendo a funcdo de
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macréfagos, metastase de cancer, doencas inflamatorias e aterosclerose devido
sua atividade quinase (SHIBUYA, 2006).

O FLT1 possui uma caracteristica importante: expressa dois tipos de
RNAmM, um para um receptor de comprimento total (full-length receptor) e outro
para uma proteina curta solivel conhecida como VEGFR-1 soluvel (sFlt-1);
consiste em 1.338 aminoacidos e pode ser separado em quatro por¢des: dominio
extracelular, dominio transmembranar, dominio tirosina quinase (TK) e regido
carboxi terminal (SHIBUYA, 2006). O sFlt-1 leva a perda da porcao
transmembrana do Flt-1, se liga as moléculas de VEGF circulantes e impede com
que fatores angiogénicos se liguem ao seus receptores comuns na membrana
celular (OLIVEIRA, KARUMANCHI e SASS, 2010).

O gene FLT1 desempenha um papel fundamental na angiogénese
(SHIBUYA, 2011), desencadeia a producdo de citocinas proé-inflamatorias
(PARADOWSKA-GORYCKA et al., 2017), além de estar envolvido na proliferacao
e diferenciacdo celular, e possuir associacao significativa com a mudanca nos
niveis de HbF (MA et al, 2007; BORG et al., 2012; YAHOUEDEHOU et al., 2018),
tornando-se um importante alvo no desenvolvimento de novas estratégias para
suprimir diversas doencas (SHIBUYA, 2006). Os SNPs do gene FLT1 estédo
associados com a alteracdo nos nives de HbF, apresentando resultados
significativos como observado por Ma e colaboradores (2007) e Kolliopoulou e
colaboradores (2019), e podendo ser considerados biomarcadores para descrever

a gravidade da doenga em pacientes com [3-hemoglobinopatias (Figura 11).
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Figura 11 - Esquema de genes onde SNPs foram relatados como

significativamente implicados em diferentes fenétipos de DF e em qual populacao
ele foi descrito. (AA = afro-americano) (Fonte: DRISS et al., 2009)

1.3.1.4 Gene AQP9
As aquaporinas (AQPs) sao proteinas intrinsecas de membrana,

subdivididas em trés grupos principais: (i) aquaporinas ortodoxas (AQPO, AQP1,
AQP2, AQP4, AQP6 e AQPS8), que transportam agua, (ii) aquagliceroporinas
(AQP3, AQP7, AQP9 e AQP10), isoformas que permitem a permeacdo de
pequenos solutos, principalmente glicerol, além de agua, e (iii) superaquaporinas
(AQP11 e AQP12), dois homélogos que se caracterizam por sua via evolutiva
distinta e localizagéo intracelular, cuja seletividade de substrato ainda esta sendo
objeto de estudo (TESSE et al., 2021). Os AQPs estao relacionados a varias
doencas, como cancer, catarata, edema cerebral, calculos biliares, e no
desenvolvimento de obesidade e doenca renal policistica, entre outras que estao
sendo estudadas (JEYASEELAN et al., 2006).

O gene AQP9 estéa localizado no cromossomo 15g21.3, consiste de sete
éxons que codificam uma proteina de 295 aminoacidos e € encontrado

principalmente nos hepatdcitos, osteoclastos, astrdcitos e leucocitos (ABIR-AWAN
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et al., 2019). Sua superexpressao foi encontrada em canceres de cérebro, figado
e ovario (AIKMAN et al., 2018) e tem sido associado a resposta de HbF com a HU
(BELINI JUNIOR, 2014) sendo considerado determinante genético de resposta a
hidroxiureia em pacientes com doenca falciforme (MA et al., 2007) (Figura 11),
apesar de ndo ter uma conexdo conhecida com a sintese de HbF ou eritropoiese
e ndo ser um QTL conhecido associado a HbF (SEBASTIANI et al., 2008). Além
disso, este gene apresenta-se diferencialmente expresso em pacientes com [3-
talassemia e anemia falciforme (TAGHAVIFAR, HAMID E SHARIATI, 2019).

1.3.1.5 Gene PDE7B
Os fosfodiesterases (PDEs) sdo conhecidas como nucleotideos ciclicos,

que regulam os niveis intracelulares de cAMP e cGMP e desempenham um papel
importante como segundos mensageiros em multiplos processos fisioldgicos,
incluindo regulacdo da resisténcia vascular, débito cardiaco, resposta imune,
inflamac&o, neuroplasticidade, visédo e reproducao (HETMAN, et al., 2000).

As PDEs séo categorizadas em 11 familias e compostas por 21 genes
(OMORI e KOTERA, 2007). A familia PDE7 é dividida em PDE7A e PDE7B, e
apesar das semelhancas possuem diferencas quando a distribuicdo tecidual é
comparada (HETMAN et al., 2000). A PDE7B pode ser encontrada nos tecidos do
pancreas, cérebro, coracao, tiredide, musculo esquelético, olho, ovario, glandula
submaxilar e epididimo (HETMAN et al., 2000).

O gene PDE7B (fosfodiesterase 7B) esta localizado no cromossomo 6923
(OMORI e KOTERA, 2007), e pode ser um modulador da HbF, visto ser um gene
membro de uma via cuja ativagdo inibe a expressdo de mRNA da y-globina
induzida por hemina diminuindo a transcricdo no promotor da y-globina
(STEINBERG e ADEWOYE, 2006). Variantes no gene PDE7B associadas a
resposta de HbF a HU (MA et al., 2007) ja foram observadas (Figura 11).



25

1.4 PESQUISA DE VARIANTES GENETICAS ASSOCIADAS A 8-
HEMOGLOBINOPATIAS.

O genoma humano contém em torno de 4 milhdes de variantes e suas
frequéncias populacionais podem variar de acordo com as origens étnicas
(MARIAN, 2020), visto que ndo sdo distribuidas de forma uniforme no mundo.
Essas variantes diferem entre as populacbes devido as migracdes, deriva
genética e selecdo natural, e como consequéncia a frequéncia alélica de uma
determinada variante pode diferir entre as populacdes ou ndo estao presentes em
todas elas (LETTRE, 2012).

A identificacdo de novas variantes nos genes da globina vem sendo
realizada por meio do sequenciamento de DNA para estudos populacionais, bem
como a sua relacdo com o ambiente e influéncia de fatores como clima, histéria
ou cultura que interferem na ocorréncia dessas variantes (WEATHERALL, 2010).
Deve-se ressaltar que o sequenciamento do genoma e/ou exoma esta sendo
utilizado como alternativa quando ndo sdo encontradas variantes nos genes
candidatos, o que permite um painel maior de genes que podera ser analisado
(PERKINS et al., 2016; MARIAN, 2020).

Nos ultimos anos, ocorreu um crescente aumento na quantidade de
informacBes genéticas relacionadas a hemoglobinopatias, com intuito de
identificar genes candidatos com fortes efeitos modificadores (STEPHANOU et
al., 2019). Dentre essas pesquisas, esta a identificacdo de possiveis
determinantes moleculares na producdo de HbF que possam ser desenvolvidos
como alvos terapéuticos para B-hemoglobinopatias (LIU et al., 2016), uma vez
gue esta hemoglobina é um dos principais contribuintes para a heterogeneidade
clinica observada em pacientes com disturbios da B-globina, como a anemia
falciforme e a B-talassemia (HAMID et al., 2018)

Os dados de estudos de associacao provenientes de resultados obtidos no
sequenciamento e que sao significativos para varios fendétipos de pB-
hemoglobinopatias (STEPHANOU et al., 2019) tém sido descrito no portal
ITHANET, que faz um monitoramento rigoroso da literatura de hemoglobinopatias
e tem acurado e anotado o0s genes modificadores e suas variantes
(KOUNTOURIS et al., 2017). O ITHANET também integra o banco de dados de
variacdes (IthaGenes), epidemiologia (IthaMaps) e dados de HPLC (IthaChrom).
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Além disso, os bancos de dados, sobretudo publico, disponibilizam
informacdes geradas a respeito de variantes genéticas compiladas e interpretadas
de acordo com dados clinicos. Esses bancos de dados populacionais sao
referéncia e essenciais na interpretacdo dos genes e suas variantes genéticas
(GUDMUNDSSON et al., 2021) que permitem filtrar variantes genéticas comuns
presentes na populacdo (LERARIO, et al., 2020). Dentre esses, estdo os bancos
de dados internacionais Clinvar e gnomaD, e os bancos de dados brasileiros

AbraOM e SELAdb que foram utilizados no presente estudo.

1.4.1 Bancos de anotacao de variantes genéticas

1.4.1.1 Clinvar
Clinvar é um banco de dados publico que compartilha interpretacdes de

variantes com suas respectivas evidéncias, representando 430.000 variantes
Unicas. Foi criado no Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia (NCBI)
para fornecer um banco de dados de acesso aberto com intuito de auxiliar na
interpretacdo das variantes e seu significado clinico, além de agregar dados de
véarias fontes, facilitando a busca por informacgfes das variantes (LANDRUM e
KATTMAN, 2018).

O ClinVar aceita submissdes de diferentes centros e laboratoérios e inclui as
variantes observadas nos 59 genes recomendados pelo American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) para o relato de achados eventuais
(KALIA et al., 2017). E um banco de dados que tem como principal funcéo
arquivar as interpretacbes de variantes que sao submetidas (LANDRUM e
KATTMAN, 2018), além de ser um banco de anotacdo da patogenicidade de
variantes que vem crescendo gradualmente na quantidade de informacdes

patogénicas validadas (WIEL et al., 2019).

1.4.1.2 Banco de Dados de Agregacao de Genoma (gnomAD)
O Banco de Dados de Agregacdo do Genoma (gnomAD) € atualmente o

maior banco de dados de exoma disponivel publicamente no mundo. Relne
dados de sequéncias de exoma e sequéncias de genoma completo de individuos

nao relacionados provenientes de projetos de sequenciamento de larga escala,
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disponibilizando dados de variantes genéticas de diferentes grupos étnico-raciais,
incluindo europeus, africanos e afro-americanos, latinos, leste e sul-asiaticos,
judeus asquenazes e outras populacdes (KARCZEWSKI et al.,2020).

O gnomAD é o conjunto de dados populacional de referéncia mais
acessado, com mais de 150.000 visualiza¢cbes por semana (Figura 12). Consiste
em duas versoes, v2.1.1 e v3.1.2 (referido como v2 e v3), sendo o gnomAD v2,
com 125.748 exomas e 15.708 genomas alinhados a GRCh37, preferivel a v3
para interpretar variantes de codificacdo, embora a verséo v3 atual possua 76.156
genomas alinhados ao GRCh38, fornecendo mais dados para regides nao
codificantes ou regibes codificantes ndo bem cobertas em exomas
(GUDMUNDSSON, et al., 2021).

O acesso ao gnomAD torna possivel explorar os padrbes de variantes
génicas e obter a estimativa de frequéncia alélica (GUDMUNDSSON, et al.,
2021). Desde seu langamento, em 2016, provou ser um excelente recurso
genético na identificacdo e interpretacdo de variantes causadoras de doencas e

potenciais alvos terapéuticos (KOCH, 2020).
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FIGURA 12 - Acesso do banco de dados gnomAD. (a) VisualizagBes de pagina
semanais do gnomAD (azul escuro) e EXAC (azul claro) desde o lancamento em
outubro de 2014 até meados de 2021. (b) Numero de visualizagBes de péagina
exclusivas do gnomAD em cada pais nos ultimos 12 meses (desde 14-06-2020).
(Fonte: GUDMUNDSSON et al., 2021).

1.4.1.3 AbraOM
O AbraOM (Arquivo Online de MutagBes Brasileiras) € um banco de dados

publico brasileiro que armazena dados de frequéncia de variantes de individuos
idosos, e é representativo da populagéo brasileira uma vez que idosos sdo menos
propensos a mutagfes patogénicas de inicio precoce e adulto, sendo, dessa
forma, de grande interesse para estudo (NASLAVSKY et al., 2017). Este
repositorio contém variantes obtidas através do sequenciamento do exoma total e
do genoma total do estudo SABE (Saude, Bem-estar e Envelhecimento), uma
amostra baseada no censo de idosos de Sao Paulo (NASLAVSKY et al., 2020).



29

1.4.1.4 SELAdDb database.
SELAdDb, banco de dados de Sequenciamento em Larga Escala, € um

banco de dados publico que pode representar a prevaléncia de variantes
patogénicas na populagcéao da regido sudeste do Brasil. Em contraste ao AbraOM,
este banco de dados possui resultados de uma populagcdo de pacientes ou
familiares com supostos distlrbios genéticos, os quais foram identificados
espectro de variantes patogénicas conhecidas e potencialmente novas (LERARIO
et al., 2020).

1.4.2 Preditores de Patogenicidade
Identificar a patogenicidade das variantes genéticas por meio de testes

genéticos e fendtipo clinico é desafiador (MARIAN, 2020), pois a interpretacdo
das variantes ainda é complexa, visto que variam de acordo com o contexto
genético no qual esta inserida (SANTOS, 2018). Devido a isto, os preditores in
silico comecaram a ser utilizados para analise das variantes, além de pesquisas
em banco de dados publicos.

Os preditores de patogenicidade sédo programas de predicdo computacional
(in silico) que podem auxiliar na interpretacdo das variantes geneéticas. Esses
preditores, embora utilizem diferentes algoritmos, podem auxiliar na determinacao
do efeito da variante a nivel de nucleotideo e aminoé&cido, transcrito primario e
transcritos alternativos, assim como o potencial impacto da variante sobre a
proteina. A classificacdo de patogenicidade baseia-se conforme o guia de
classificacdo do American College of Medical Genetics (ACMG), o qual orienta
que essas Vvariantes devem ser classificadas como: (i) patogénica, (ii)
provavelmente patogénica, (iii) significado incerto, (iv) benigna ou (V)
provavelmente benigna (RICHARDS et al., 2015). Um desafio sédo as variantes
gue apresentam interpretacdes conflitantes de patogenicidade, quando duas ou
mais andlises dos preditores discordam em sua analise (NASLAVSKY, et al.,,
2021).

Percebe-se assim, que esses preditores surgem com intuito de atribuir uma
classificacdo de patogenicidade principalmente para variantes desconhecidas.
Walters-Sen e colaboradores (2015) investigaram o desempenho de 17 preditores
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de mutagcdo. Desses, cinco preditores que apresentaram resultados mais
consistente foram utilizados no presente estudo: (i) FATHMM (SHIHAB et al.,
2013), (i) PROVEAN (CHOI et al., 2012); (iii) SIFT (KUMAR et al., 2009), (iv)
POLYPHEN-2 (ADZHUBEI et al., 2010); e (v) PANTHER (Ml et al., 2012):
)] FATHMM (Functional Analysis Through Hidden Markov Models) é um
software que permite avaliar a patogenicidade de uma mutacdo através do
alinhamento da combinacdo de sequencias conservadas da proteina. Este
preditor utiliza alinhamento de sequéncias homadlogas e dominios conservados da
proteina para prever os impactos das muta¢fes na funcao da proteina (SHIHAB
et al., 2013);
i) PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) € um algoritmo que fornece
scores que se correlacionam com o nivel de atividade biolégica, podendo ser
utilizado como indicadores do grau do impacto funcional de uma variagdo na
proteina (CHOI et al., 2012);
iii) SIFT (Sorting Tolerant From Intolerant) é um algoritmo que prevé se uma
substituicio de aminoacido afeta a proteina. Para avaliar o efeito dessa
substituicdo, este preditor assume que posi¢des importantes em uma sequéncia
de proteina foram conservadas ao longo da evolugédo e, substituicbes nessas
posicdes podem afetar a funcdo da proteina (KUMAR et al., 2009).
iv) POLYPHEN-2 € um preditor baseado no numero de caracteristicas que
compreendem a sequéncia, a informacdo estrutural e filogenética que
caracterizam a substituicdo dos aminoéacidos, sendo capaz de predizer o possivel
impacto dessas substituices na estrutura e funcéo das proteinas (ADZHUBEI et
al., 2010).
V) PANTHER possui anotacdo da familia e subfamilia do gene, a classe de
proteinas e funcdo do gene e a arvore filogenética de cada familia, sendo capaz
de predizer as consequéncias de mutacbes na estrutura e funcdo de uma
proteina, além de permitir dedugéo de funcdo para genes néo caracterizados (Ml
et al., 2013).

Dessa forma, o0 uso de preditores se tornou um apoio na analise de
variantes, visto que o crescente aumento de sequenciamento em laboratorios de

pesquisa e diagndstico aumentou o desafio de interpretacdo das variantes, uma
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vez que estas surgem em ritmo mais acelerado do que o0s experimentos de
validacdo (NASLAVSKY et al., 2017).

1.4.3 Validacao experimental
Definir quais variantes possuem efetivamente o verdadeiro alelo causador

de determinada doenca em pesquisa clinica € desafiador (LERARIO et al., 2020).
Uma maneira de superar esse obstaculo é filtrar em banco de dados gendémicos
as variantes mais comuns em determinada popula¢do. Porém, essa abordagem é
limitada devido determinadas populacées estarem sub-representadas nesses
bancos de dados (LERARIO et al., 2020) o que torna necessario a validacao
experimental para identificacdo dessas variantes na populacao pesquisada.

A validacdo experimental € uma abordagem eficaz na deducdo de
modificadores genéticos (STEPHANOU et al., 2019), a qual pode ser feita através
da genotipagem, que traz um melhor entendimento da estrutura genética da
populacdo e melhora a andlise de estudos de associacdo (GIOLO et al., 2012). A
validacdo experimental por meio da genotipagem foi realizada na presente
pesquisa, a partir da escolha de variantes associadas ao aumento de HbF em [3-
hemoglobinopatias. Os marcadores genéticos que modulam a producédo de HbF
sdo investigados constantemente, visto que o nivel de HbF é um importante
preditor em hemoglobinopatias (STEPHANOU et al., 2019).

Deve-se ressaltar que embora existam estudos que investigam a estrutura
genéticas da populacdo néo-caucasiana, como africanos, afro-americanos,
asiaticos e nativo-americanos, a cobertura da populacdo humana global
permanece incompleta com a populacdo da América do Sul, sendo esta sub-
representada nos bancos de dados globais (GIOLO et al., 2012). Dessa forma,
esta pesquisa ird por meio da analise in silico investigar em pacientes com [3-
hemoglobinopatias da populacdo da Amazodnia brasileira 0s genes associados a
variacdes em niveis de HbF.

As variantes selecionadas foram (Quadro 2): rs1867380 (AQP9),
rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10)
identificadas em estudo de exoma em populacdo miscigenada da Amazobnia

brasileira, sem descricdo em bancos genémicos publicos. Essa populacéo habita
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na cidade de Belém, regido nordeste da Amazobnia, e € caracterizada por trés

componentes genéticos (populagcdo trihibrida): indigena, europeu e africano
(RODRIGUES et al., 2020).

Quadro 2. Variantes genéticas relatadas como significativamente
associadas a B-hemoglobinopatias.
Gene Cromossom SNP Fenotipo p-valor Referéncia
0
Nivel de HbF
AQP9 15¢22.1- rs1867380 em DF e | 0.044 SEBASTIANI et al.,
g22.2 resposta da HbF 2008
a hidroxiureia
Nivel de HbF
FLT1 13q12 rs3751395 em DF e | 0.039 MA et al., 2007
resposta da HbF
a hidroxiureia
Nivel de HbF
PDE7B | 6g23-924 rs9376173 em DF e | 0.049 MA et al., 2007
resposta da HbF
a hidroxiureia
Aumento do
KLF1 19p13.2 rs2072597 nivel de HbF em | P<0,05 HAMID et al., 2018
B-talassémicos
Nivel de HbF
em DF e BORG et al., 2012
KLF10 8g22.2 rs3191333 resposta da HbF | 0,04 ELALFY et al., 2017

a hidroxiureia, e
nivel de HbF em
B-talassemia
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia das variantes rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1),

rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B), rs3191333 (KLF10), haplétipos BS,
niveis de HbF e manifestagbes clinicas nos individuos diagnosticados com f3-

hemoglobinopatias no Estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a existéncia da associagao entre as variantes rs3751395 (FLT1),

rs2072597 (KLF1), rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10)
e os niveis de HbF;

Associar as variantes rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1), rs1867380
(AQP9), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10) com as manifestacdes clinicas
nos pacientes com B-hemoglobinopatias (B-talassemia e anemia falciforme);

Associar os niveis de HbF com os dados laboratoriais e clinicos nos
pacientes com anemia falciforme;

Relacionar as variantes genéticas rs3751395 (FLT1), rs2072597 (KLF1),
rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10) e os niveis de HbF
com os escores de gravidade encontrados nos pacientes com anemia falciforme;

Investigar a distribuicdo genotipica dos haplétipos BS nos individuos com
anemia falciforme;

Verificar a associacao entre a combinacéo haplotipica BS com os niveis de
HbF e manifestacdes clinicas nos individuos com anemia falciforme;

Pesquisar nos bancos de dados publicos internacionais: gnomAD e Clinvar,
as variantes genéticas (rs3751395, rs2072597, rs1867380, rs9376173 e
rs3191333) e comparar suas respectivas frequéncias alélicas com os dados
observados em banco de dados nacionais AbraOM e SELAdb e o presente
estudo; e

Utilizar os preditores in silico: FATHMM, SIFT, PROVEAN, POLYPHEN-2 e
PANTHER) para estabelecer o grau de patogenicidade das variantes rs3751395
(FLT1), rs2072597 (KLF1), rs1867380 (AQP9), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333
(KLF10).
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO
Estudo descritivo do tipo transversal com objetivos de verificar e investigar

as variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B),
rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) em pacientes diagnosticados com 3-
hemoglobinopatias do Estado do Para, associando com os niveis de HbF e
manifestacbes clinicas, além de classificar o grau de patogenicidade dessas
varitantes genéticas mediante analise in silico de cinco preditores, e investigar os

haplétipos em pacientes com anemia falciforme.

3.2 TIPO DE AMOSTRAGEM
A selecdo da amostra foi realizada por conveniéncia.

3.3 POPULACAO ESTUDADA
A populacdo estudada foi composta por 160 pacientes com anemia

falciforme e 30 pacientes com [-talassemia. Esses foram atendidos na Fundacéo
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Para (HEMOPA), centro de
referéncia em diagndéstico e tratamento para B-hemoglobinopatias, e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que permitiu a coleta de material
bioldgico e o0 acesso as informacdes clinicas em nivel de prontuario. O presente
estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Para com o niumero CAAE
79638117.4.0000.0018.

Para os pacientes com doenca falciforme, o critério de inclusdo adotado foi
a investigacdo molecular de pacientes de ambos 0s sexos, com genotipo
homozigoto para o alelo HBB*S, e o critério de exclusdo adotado foi idade inferior
a um ano. A caracterizacao laboratorial da populacéo investigada (pacientes com

anemia falciforme) esta descrita no Quadro 3.
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Quadro 3 - indices laboratoriais (hematolégicos e bioquimicos) dos
acientes diagnosticados com anemia falciforme.
indices Média Percentil : Percentil
laboratoriais N * ~ (25%) Mediana (75%)
Desvio-padrédo
Hb, g/dL 160 83+14 7,4 8,0 8,8
HbF, (%) 160 9,1+6,5 4,6 7,9 11,9
HbS, (%) 147 72,6 £ 155 67,3 76,7 83,0
Ht, (%) 155 22,9+ 43 20,2 22,4 24,9
VCM, fL 159 90,1 + 9,2 86,0 89,6 93,9
HCM, pg 155 32,1+42 29,9 32,5 34,2
Plaquetas, x10%L 142 396,4 + 151,8 303,3 381,0 457,0
TGP, U/L 67 34,6 + 33,7 18,0 26,0 38,0
TGO, U/L 67 57,4+ 67,4 36,0 45,0 62,0

Para os pacientes [(-talassémicos, o critério de inclusdo adotado foi a

investigacdo molecular de mutacbes beta-talassémicas (Silva et al., 2015) nos

pacientes de ambos 0s sexos, e o critério de exclusdo adotado foi idade inferior a

um ano.

A caracterizagdo laboratorial estd descrita no Quadro 4, e a

caracterizagdo molecular para o total de 34 cromossomos (pacientes com [3-

talassemia) esta descrita no Quadro 5.

Quadro 4. indices laboratoriais dos pacientes beta talassémicos.

Média
indice laboratorial N + Mediana
Desvio- padréo
HBF 30 48 +6,6 2,4
HBA2 30 49+1,3 5,3
HB 27 9,6 +2,1 9,9
HT 26 299+5,38 31,4
VCM 25 68,9+ 12,0 65,0
HCM 25 21,8+47 20,6
CHCM 26 31,8+ 3,7 32,4
RDW 25 19,9+5,8 18,7
FERRITINA 23 175,9 + 334,8 52,0
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Quadro 5 - Frequéncia das mutagbes PB-talassémicas identificadas nos
pacientes B-talassémicos.

Mutacao Fendtipo Numero Frequéncia
CD39 BO 6 0,176
CD77-78 BO 1 0,029
-88 B+ 6 0,176
IVSI-1 B0 4 0,118
IVSI-5 B+ 9 0,264
IVSI-6 B+ 5 0,147
IVSI-110 B+ 1 0,029
IVSII-1 BO 1 0,029
IVSII-2 B0 1 0,029

O levantamento clinico dos pacientes foi realizado em nivel de prontuario
meédico incluindo histérico das manifestacdes clinicas, evolucdo e condutas
terapéuticas adotadas para cada paciente. Em relacdo ao perfil hematoldgico foi
considerado o Ultimo exame documentado no prontuario dos pacientes. Esse
levantamento foi importante para propor associagcoes isoladas de variantes

genéticas e manifestacdes clinicas e parametros hematolégicos.

3.4. OBTENCAO DAS AMOSTRAS
De cada individuo foram obtidos 5 mL de sangue periférico, em sistema de

coleta a vacuo, utilizando EDTA como anticoagulante.

3.5. EXTRACAO DE DNA
A extracdo de DNA foi feita segundo método descrito por Old e Higgs

(1993) com algumas modificacdes. A técnica consistiu em adicionar sangue total
(5 mL) em um tubo de 15 mL e completar com solugéo salina (9g/L de NaCl) até
14 mL; centrifugar (3000 rpm/10’); desprezar o sobrenadante e adicionar ao
“pellet” 5mL de tampéo de lise de heméacias (5mmol/L de MgCI2, 20mmol/L de
Tris-HCI, pH: 7,8); centrifugar (3000 rpm/10’); desprezar o sobrenadante e
adicionar ao “pellet” 5 mL de lise de leucdcitos (0,2 mol/L de NaCl, Immol/L de
EDTA e 10 mmol/L de Tris-HCI, pH: 7,8); adicionar 500uL de SDS a 10% e 10uL
de proteinase K (20mg/mL); agitar o material durante 2h a temperatura ambiente;
adicionar um volume de fenol, agitar 10 minutos; centrifugar (3000 rpm/ 10’) e
transferir o sobrenadante para um outro tubo; adicionar um volume de
cloroférmioisopropanol (24:1); agitar por 10’; centrifugar (3000 rpm/10’) e transferir
0 sobrenadante para um outro tubo de 15 mL; adicionar 2,5x o volume de
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isopropanol e misturar por inversdo até a precipitacdo do DNA; retirar o DNA
precipitado e transferir para um outro tubo; deixar o DNA secando a temperatura
ambiente por aproximadamente 12h e em seguida adicionar agua para hidratar.
ApoOs a hidratacéo, € importante deixar o DNA durante 12 h em banho-maria (37°

C) ou em temperatura ambiente até que sua dissolugdo seja completa.

3.6 VARIANTES GENETICAS SELECIONADAS
As variantes genéticas investigadas, no presente trabalho, em individuos

com B-hemoglobinopatias foram selecionadas a partir do resultado de exoma
realizado em populagcdo miscigenada da Amazonia brasileira, sem descrigcdo em
bancos gendmicos publicos (RODRIGUES et al., 2020). As variantes
selecionadas foram: rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B),
rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10), que apresentam associacdo com 0S
niveis de HbF em individuos com B-hemoglobinopatias (MA et al., 2007; BORG et
al., 2012; SEBASTIANI et al., 2008; ELALFY et al., 2017; HAMID et al., 2018).

3.7 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS
Para a determinacdo das variantes localizadas nos genes AQP9

(rs1867380), FLT1 (rs3751395), PDE7B (rs9376173), KLF1 (rs2072597) e KLF10
rs3191333) foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real (RQ-PCR), que
permite a quantificacdo dos produtos de amplificacdo génica em todas as fases
de uma reacdo de PCR (GINZINGER, 2002). Foi utillizado o sistema de
discriminacéao alélica TagMan® (Life Technologies) de PCR em Tempo Real.
Durante a RQ-PCR, o acumulo de amplicons é detectado em "tempo real",
para cada ciclo da reacdo, por meio da excitacdo de fluorocromos que marcam
sondas sequéncia-especificas ou primers usados na reacdo (FADERL et al.,
2004). A metodologia TagMan utiliza a atividade de exonuclease da Taqg DNA
Polimerase (HOLLAND et al., 1991; LEE, 1993), em que a enzima digere uma
sonda marcada que anela especificamente na parte interna do seguimento a ser
amplificado entre dois primers. A sonda TagMan possui ha extremidade 5' uma

molécula fluorescente cuja fungcédo € denominada "reporter" e, na extremidade 3',
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outra molécula que pode ou nédo ser fluorescente, cuja funcdo é chamada de
"quencher". Enquanto a sonda esta integra, o "quencher" oculta o sinal
fluorescente do "reporter”. Esse efeito desaparece quando a sonda, anelada entre
os primers, € clivada pela atividade exonucleasica da enzima Taq DNA
Polimerase. Enquanto a reacdo de PCR se processa, a polimerase sintetiza
novas cadeias a partir dos primes e cliva a sonda correspondente, resultando em
aumento do sinal fluorescente que é captado a cada ciclo até atingir um limiar

(threshold), no qual todas as amostras sdo comparadas.

3.8 CALCULO DO ESCORE DE GRAVIDADE
Para classificacdo da gravidade da anemia falciforme foi utilizada a

“Calculadora da Gravidade da Doenca falciforme”, ferramenta desenvolvida por
Sebastiani et al. (2007), que utiliza o método Bayesiano, para modelar as relactes
entre as variaveis clinicas e laboratoriais da doenca falciforme em relagédo ao risco
de morte. Essa calculadora foi validada por Silva (2020) nas amostras de
pacientes com anemia falciforme do estado do Para, e permite classificar os
pacientes em leve/intermediario e grave por meio do escore de gravidade
atribuido pela calculadora.

3.9 DETERMINACAO DOS HAPLOTIPOS ASSOCIADOS AO GENE DA
HEMOGLOBINA S.

A identificacdo de hapl6tipos foi realizada de acordo com Lemos Cardoso e
Farias Guerreiro (2006): os haplétipos foram determinados por analises dos
seguintes locais de restricdo polimoérfica: Hincll-5’¢; Hindlll-yG; Hindlll-yA; Hincll-
WP e Hincll-3'yp.

3.10 PESQUISA EM BANCO DE DADOS PUBLICOS

3.10.1 GnomAd database
A pesquisa das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173

(PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) disponiveis no gnomAD 2.1
foram baixados em 13 de janeiro de 2022 em https://gnomad.broadinstitute.org/.
O gnomAD, também conhecido como Genome Aggregation Database
Consortium, foi desenvolvido por uma coalizdo internacional de pesquisadores

para agregar e harmonizar dados de sequenciamento de exoma e genoma de
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uma ampla gama de projetos de sequenciamento em larga escala e disponibilizar
resumos de dados para a comunidade cientifica. O genoma de referéncia utilizado
para alinhamento de sequéncias foi GRCh37/hgl19 (referéncia), e o alinhamento

foi realizado usando a ferramenta GATK (McKenna et al., 2010).

3.10.2 AbraOM
As consultas das variantes pesquisadas foram realizadas por identificador

dbSNP (rs_) em 20 de janeito de 2022, disponivel em http://abraom.ib.usp.br/.
Este repositorio contém variantes obtidas através do sequenciamento do exoma
total e do genoma total do estudo SABE (Saude, Bem-estar e Envelhecimento)
(NASLAVSKY et al.,, 2020). O download do resultado da consulta foi feito no

formato .xls.

3.10.3 SELAdDb database
Os dados das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173

(PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) foram acessados gratuitamente
em http://intranet.fm.usp.br/sela, em 20 de janeiro de 2022. O banco de dados
SELAdb mostra a importancia dos bancos de dados populacionais regionais em

representar melhor os individuos de diversas origens (LERARIO et al., 2020).

3.10.4 ClinVar
A pesquisa das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173

(PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) foram feitas no Clinvar,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/, em 20 de janeiro de 2022. Esse banco de
dados, facilita a interpretacdo das variantes e seu significado clinico, sendo
aplicado para analise de mutacfes clinicas e patolégicas (LANDRUM et al.,
2014).

3.11 ANALISE EM PROGRAMAS DE PREDICAO DE PATOGENICIDADE
As variantes foram analisadas usando os seguintes programas de predicao

de patogenicidade disponiveis publicamente: FATHMM (SHIHAB et al., 2013),
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PROVEAN (CHOI et al.,, 2012), SIFT (KUMAR et al., 2009), POLYPHEN-2
(ADZHUBEI et al.,, 2010) e PANTHER (THOMAS et al., 2003). As variantes
submetidas a analise de preditores seguiram essa conformacdo: p.Vall03lle,
p.lle251Leu, p.lle269Asn e assim por diante. Muta¢des sinbnimas foram excluidas
das andlises, assim como variantes em regides intrénicas. As muta¢des do tipo c.-
60C>T, c.-56dupG, c.-48C>T também foram excluidas. Os critérios utilizados para
classificar a natureza das variantes foram os seguintes: benigna, quando trés ou
mais preditores classificaram a variante como benigna; patogénica, quando trés
ou mais preditores classificaram a mutacdo como patogénica; e inconclusivos,
quando pelo menos um preditor ndo conseguiu analisar a variante, dois a
classificaram como patogénica e outros dois a classificaram como benigna ou

guando nenhuma previsao foi feita por multiplos preditores.

3.12. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS.
Para testar a normalidade das variaveis quantitativas (Hb, HbF, HbS, Ht,

VCM, HCM, plaquetas e idade) foram realizados os testes estatisticos de Shapiro-
Wilk (n>100) e Kolmogorov-Simirnov (n<100).

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para variaveis que nao
apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizado para determinar se havia
diferencas significativas entre a distribuicdo dos niveis de HbF de acordo com a
presenca da mutacdo para cada variante genética investigada AQP9 (rs1867380),
FLT1 (rs3751395), PDE7B (rs9376173), KLF1 (rs2072597) e KLF10 rs3191333)
em pacientes -talassémicos.

Para os pacientes com anemia falciforme foi utilizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney para verificar se havia diferenga entre os niveis dos
parametros laboratoriais com os valores < e = a média HbF. Para verificar a
associacdo entre as variaveis clinicas e os valores < e = a média HbF, e a
associacdo entre as variantes genéticas e os valores < e = a média de HbF foi
aplicado o teste do x? de independéncia.

O teste do qui-quadrado foi utilizado para verificar associagcdo entre os

gendtipos das variantes investigadas com a classificagao clinica nos pacientes [3-
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talassémicos, e verificar associagdo entre esses genotipos com as manifestacoes
clinicas em pacientes com anemia falciforme.

As frequéncias alélicas e genotipicas, e probabilidade de equilibrio de
Hardy Weinberg foram feitas utilizando-se o programa ARLEQUIN 3,5
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35) (EXCOFFIER e LISCHER, 2010).

Uma andlise multivariada (regressao linear mdultipla) foi realizada para
investigar a associacdo entre os niveis de HbF e as variantes genéticas nos
individuos B-talassémicos. Em individuos com anemia falciforme foi realizada a
andlise de regresséo logistica univariada (simples) para investigar a associa¢ao
entre 0 gendtipo da variante genética rs3751395 (FLT1) e a predisposicdo aos
eventos clinicos algias e crise vaso oclusivas. A razdo de chances (OR) foi
calculada com intervalo de confianca de 95% para estimar o risco relativo e a
forca da associacéo, sendo a OR acima de 1 associado com aumento de chance
de uma determinado evento ocorrer e OR menor que 1, o contrério.

Para verificar associacfes da concentracdo de HbF com a combinacéo
haplotipica foi realizada uma anélise multivariada (regresséao linear). Em seguida
foi realizada a andlise de regresséo logistica multivariada para investigar a
associacdo entre a concentracdo de HbF e a combinacdo haplotipica com as
manifestagdes clinicas, por meio de criagdo de modelos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo programa softwares
S.PS.S. for Windows versdo 20. O nivel de significAncia estabelecido para os
testes foi 5%(p<0,05).
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4 RESULTADOS
O presente estudo investigou variantes genéticas observados em estudo

de exoma em populagcdo miscigenada da Amazonia brasileira (RODRIGUES et
al., 2020) (Tabela 1), os quais estdo associados a variacfes dos niveis de HbF
em individuos diagnosticados com [-hemoglobinopatias (B-talassemia ou anemia
falciforme).

Tabela 1. Frequéncia, na populacdo de Belém, das variantes genéticas
investigadas.

Gene SNP_ID Frequéncia observada na Populacao de Belém (%)
AQP9  rs1867380 25,26
FLT1 rs3751395 10,53
PDE7B rs9376173 17,89
KLF1 rs2072597 13,68
KLF10 rs3191333 1,05

Os resultados serdo apresentados de acordo com as investigacbes
realizadas: genotipagem para B-talassemia e anemia falciforme; haplétipos do
gene da Ps-globina e sua associacdo com os niveis de HbF e as manifestacfes
clinicas em pacientes com anemia falciforme; pesquisa das variantes genéticas
em banco de dados publicos internacionais e comparacdo com banco de dados
nacionais; e analise in silico para pesquisa de patogenicidade das variantes

genéticas investigadas.

4.1 B- TALASSEMIA
O presente estudo investigou 30 individuos diagnosticados com -

talassemia no estado do Para, cuja caracterizacdo molecular foi realizada por
Silva e colaboradores (2015). Destes, 13 (43,3%) sdo do sexo masculino e 17
(56,7%) do sexo feminino, com idade média de 23 anos. A genotipagem para
esses individuos foi realizada para as variantes: rs1867380 (AQP9), rs3751395
(FLT1), rs9376173 (PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10), que estado

associadas ao nivel de HbF em B-hemoglobinopatias.
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4.1.1 Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes nos genes AQP9,
FLT1, PDE7B, KLF1 e KLF10 nos pacientes com B-talassemia.

Para as variantes associadas com niveis de HbF, a variante rs1867380
(AQP9) apresentou frequéncia alélica e genotipica de 100% para o alelo
selvagem. Em contrapartida, as variantes rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B),
rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) apresentaram frequéncias para os alelos
selvagens, mutantes e em heterozigose, conforme observado na Tabela 2.

A variante rs3751395 (FLT1) apresentou maior frequéncia alélica para o
alelo A (67%), seguida de 33% para o alelo C, sendo mais frequente o gendtipo
heterozigoto AC (59,4%) em comparacao aos genotipos AA e CC (37,5% e 3,1%),
respectivamente. Para a variante rs9376173 localizada no gene PDE7B, a maior
frequéncia alélica observada foi para o alelo A (66%), e a maior frequéncia
genotipica para o alelo selvagem em homozigose AA (52,9%), seguida pelo
gendtipo AC e CC (26,5% e 20,6%), respectivamente.

Para as variantes pesquisadas localizadas nos genes da familia KLF, a
variante rs2072597 (KLF1) apresentou maior frequéncia alélica para o alelo
mutante G (94%), e a variante rs3191333 (KLF10) para o alelo selvagem G
(75%). Em relacdo a frequéncia genotipica, a maior frequéncia na variante
rs2072597 (KLF1) foi observada para o genoétipo homozigoto mutante GG
(87,5%), seguida pelo gendtipo heterozigoto GA (12,5%), ndo sendo observado
gendtipo homozigoto selvagem. E para a variante rs3191333 (KLF10) foi
observada uma frequéncia de 55,9% para o gendtipo homozigoto selvagem,

seguida pelo gendtipo GA (38,2%) e AA (5,9%), respectivamente.
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Tabela 2. Frequéncia genotipicas e alélicas dos SNP’s nos genes AQP9, FLT1,
PDE7B, KLF1 e KLF10 associados com a varia¢cdo nos niveis de HbF em pacientes
beta talassémicos do estado do Paré.

Locus SNP’s Gendtipo Frequéncia Frequéncia
genotipica % alélica
AQP9 rs1867380 GG (n=34) 100 G=1,0
G>A

FLT1 rs3751395 AA (n=12) 37,5 A= 0,67
A>C AC (n=19) 59,4 C=0,33

CC (n=1) 3,1
PDE7B rs9376173 AA (n=18) 52,9 A= 0,66
A>C AC (n=9) 26,5 C=0,34

CC (n=1) 20,6
KLF1 rs2072597 GA (n=3) 12,5 A= 0,06
A>G GG (n=21) 87,5 G=0,94
KLF10 rs3191333 GG (n=19) 55,9 G=0,75
G>A GA (n=13) 38,2 A= 0,25

AA (n=2) 59

412 Comparacdo da média dos niveis de HbF entre
os genétipos de cada SNP em pacientes beta talassémicos.

O teste de Mann-whitney foi aplicado para determinar se existem
diferengas significativas entre a distribuicdo dos niveis de HbF de acordo com a
presenca da mutacdo para cada uma das variantes investigadas (rs1867380,
rs3751395, rs9376173, rs2072597 e rs3191333). A tabela 3 revela que houve
diferenca significativa dos niveis de HbF para as variantes rs3751395 (FLT1) e
rs9376173 (PDE7B), quando comparado o genétipo homozigoto selvagem com o
gendtipo heterozigoto e mutante, demonstrando uma maior média dos niveis de
HbF nos homozigotos selvagens dessas variantes. A variante do gene AQP9
(rs1867380) apresentou apenas o gendtipo GG (selvagem) na populacdo
investigada, e a variante rs2072597 (KLF1) ndo apresentou o gendtipo AA

(selvagem).
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Tabela 3. Comparacédo dos niveis de HbF entre a combinacao genotipica.

Locus  SNP/gendtipo N Mean rank Mann— P
Whitney U
FLT1 rs3751395
AA 12 23,13 40.500 0,002
CA+CC 20 12,53
PDE7B rs9376173
AA 18 21,03 80.500 0,028
CA+CC 16 13,53
KLF1 rs2072597
GA 3 8,67 20.000 0,314
GG 21 13,05
KLF10 rs3191333
GG 19 20,00 95.000 0,099
GA+AA 15 14,33

4.1.3 Associacao dos niveis de HbF com as variantes investigadas no loci
AQP9, FLT1, PDE7B, KLF1 e KLF10 nos pacientes com B-talassemia.

Foi realizada uma analise de regressdo linear multipla para buscar
possiveis associacdes das variantes investigadas com os aumentos de HbF nos
pacientes com [-talassemia. A andlise das variantes rs3751395 (FLT1) e
rs9376173 (PDE7B) resultou em um modelo estatisticamente significativo, no qual
foi observado uma associagdo positiva entre o alelo A e os niveis de HbF, em que
a presenca desse alelo aumenta os niveis de HbF dos pacientes beta
talassémicos. A presenca do alelo selvagem na variante rs3751395 (B = 0,596; t =
3,948; p < 0,001) e na variante rs9376173 (8 = 0,407; t = 2,522; p = 0,017) pode
estar associado ao aumento dos niveis de HbF entre os pacientes beta
talassémicos, conforme observado na Tabela 4. Para as demais variantes n&o

foram observadas associacdes estatisticamente significativas.
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Tabela 4. Associacao dos niveis de HbF com as variantes investigadas no
presente estudo (regressdao linear multipla).

Chr Gene SNP Mudanca *Frequéncia **Beta Erro Variancia P
Alélica alélica padrdo  explicada
0,154 35,5% <0,001
13 FLT1 rs3751395 A>C 0,67 (A) 0,596
0,407 0,162 16,6% 0,017
06 PDE7B rs9376173 A>C 0,66 (A)
0,94 (G) -0,186 0,297 3,5% 0,385
19 KLF1  rs2072597 A>G
G>A 0,25 (A) -0,117 0,370 1,4% 0,508
08 KLF10 rs3191333

* Frequéncia alélica: frequéncia encontrada no presente estudo.
**Beta: coeficiente de correlacéo.

4.1.4 Associagdo das variantes nos genes AQP9, FLT1, PDE7B, KLF1 e
KLF10 com a clinica dos pacientes com B-talassemia.

Dos 30 pacientes beta talassémicos, 18 (60,0%) eram portadores de
mutacdes beta-talassémicas do tipo B+ ou B+/B+, 11 (36,7%) portadores de
mutagdes do tipo B0 ou BO/BO e um individuo (3,3%) do tipo BO/B+. Do total, 28
foram classificados clinicamente e dois ndo tinham classificacdo quanto a clinica,
sendo 21/28 (75,0%) classificados como B-talassemia menor, 5/28 (17,9%) como
B-talassemia intermediaria e 2/28 (7,1%) como B-talassemia maior.

O teste do qui-quadrado utilizado na investigacao da associacao entre as
combinagdes genotipicas das variantes e a clinica dos pacientes com -
talassemia, ndo apresentou significancia estatistica. Entretanto, foi observado que
as variantes rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10)
apresentaram uma maior frequéncia dos gendtipos selvagens nos individuos
classificados com clinica mais branda — talassemia menor, conforme apresentado

na tabela 5.
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Tabela 5. Associacdo entre os genotipos das variantes rs3751395 (FLT1),
rs9376173 (PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) e a clinica do

pacientes com B-talassemia.

GENOTIPO PARA CADA

CLASSIFICACAO DA CLINICA

TALMENOR  INTER/MAIOR TOTAL *p valor
VARIANTE
rs3751305 (FLT1) , D2 165(?7055?;2) 44( gioif%) 107027
59376173 (PDE7B) , % 1 gggzﬁg ; ggggg 15 oss
52072507 (KLFL)  on O (é%(’);/g/i i 3 oz
(3191333 (KLF10) o, 1o Egg;gﬁg ° giggg 7 o

*Qui-quadrado

4.2 ANEMIA FALCIFORME

O presente estudo investigou 160 individuos HbSS, sendo 84 (52,5%) do
sexo feminino e 76 (47,5%) do sexo masculino. A andlise da distribuicdo da idade

demonstrou uma média de idade dos pacientes de 21,03 £ 10,57 anos.

A média de HbF observada foi de 9,1 + 6,5%, e 0 escore de gravidade

apresentou média de 0,4 classificando os pacientes com anemia falciforme com

fenotipo leve, independente da idade do individuo. As manifestacdes clinicas

observadas nos pacientes com anemia falciforme foram crises vaso-oclusivas,

algias, acidente vascular encefalico (AVC), sindrome do térax agudo (STA),

edemas, infeccbes e hepatomegalia, cuja frequéncias estdo apresentadas na

Tabela 6, onde é possivel observar que as mais frequentes foram as algias em
143/160 (89,4%) pacientes, seguida pela crise vaso-oclusiva em 128/160 (80,0%),
e a menos frequente foi o AVC em 4/160 (2,5%).



Tabela 6. Manifestagfes clinicas nos pacientes com anemia falciforme.

Frequéncias observadas

Manifestacdes clinicas NAO SIM
Crises vaso-oclusivas 32 (20%) 128 (80%)
Algias 17 (10,6%) 143 (89,4%)
AVC 156 (97,5%) 4 (2,5%)
STA 85 (53,1%) 75 (46,9%)
Edemas 132 (82,5%) 28 (17,5%)
Infeccdes 119 (74,4%) 41 (25,6%)
Hepatomegalia 124 (77,5%) 36 (22,5%)
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De acordo com o levantamento de dados, 20 pacientes (12,5%) estavam

em tratamento com hidroxiuréia (HU), e 140 (87,5%) ainda n&o tinham feito uso

do medicamento. Em relacdo a transfusdo de sangue, a maioria dos pacientes

foram transfundidos, correspondendo a 78,1% (125/160). Do total dos pacientes

investigados 72,5% (116/160) foram classificados com fenétipo de gravidade

leve/intermediario e 27,5% (44/160) classificados com fendtipo grave, apos

andlise da calculadora da Gravidade da Doenca falciforme (Grafico 1).

27,5%

72,5%

Leve/Intemedidrio Grave

Grafico 1. Classificacéo do fendtipo de gravidade de acordo com a Calculadora de
Gravidade da Doenca falciforme, ferramenta descrita por Sebastiane et al. (2007).
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4.2.1 Associacdo da concentracdo de hemoglobina fetal com os dados
laboratoriais e clinicos nos individuos com anemia falciforme.

As analises realizadas de acordo com os valores = e < a média HbF (8,0%)
dos 140 pacientes que nao fizeram uso da hidroxiuréia demonstraram associacao
estatisticamente significativa para a concentracdo de Hb e Ht, com valores
maiores para os individuos do grupo com HbF 2 que a média, conforme
observado na Tabela 7. Por outro lado, as analises estatisticas para verificar a
associacdo das concentracbes diferenciadas de HbF com as manifestacbes

clinicas, ndo mostraram significancia (Tabela 8).

Tabela 7. Associacdo entre concentracdo média de HbF e os dados
laboratoriais em individuos com anemia falciforme.

Dados laboratoriais HbF<8,0 HbF=8,0 *p
Hb, g/dL 8,1+1,4 8,4+1,3 0,046
HbS, (%) 70,4 +17,9 73,8 +12,9 0,624
HT, (%) 22,3+4,1 23,6 +3,9 0,015
VCM, fL 88,7+ 7,7 89,5+9,3 0,262
HCM, pg 32,4+4,6 31,6 +3,5 0,177
Plaguetas, x10°/L 420,6 + 157,3 388,5+126,1 0,658
TGP, U/L 29,4+154 37,9+45,8 0,889
TGO, U/L 47,6 £ 15,5 62,3 £ 95,8 0,508
Escore de 0,4 +0,4 0,3+0,3 0,496
gravidade

* Mann-Whitney



Tabela 8. Associacao entre a concentracdo média de HbF e os dados

clinicos em pacientes com anemia falciforme

Dados clinicos HbF<8,0 HbF28,0 *p
N0 17 14 (21,2%)
Crises vaso- (23,0%) ' 0,802
oclusivas , 57 0
Sim (77.0%) 52 (78,8%)
Nao 8 (10,8%) 8 (12,1%)
Algias . 66 0 0,935
Sim (89,2%) 58 (87,9%)
N&o (987,2%) 1 (1,4%) 0,808
AVC
, 65 0
Sim (98,5%) 1(1,5%)
~ 40 0
<A Nao (54.1%) 38 (57,6%) 0.675
Sim 34 28 (42,4%)
(45,9%) 70
~ 64 0
N&o (86,5%) 52 (78,8%) 0.069
Edemas 10
1 0
Sim (13.5%) 14 (21,2%)
~ 52 0
) N&o (70,3%) 55 (83,3%) 0.228
InfeccOes 22
I 0
Sim (29.7%) 11 (16,7%)
~ 55 0
. N&o (74.3%) 55 (83,3%) 0.195
Hepatomegalia 19
I )
Sim (25.7%) 11 (16,7%)
~ 13 0
) Nao (17.6%) 20 (30,3%) 0.076
Transfuséo 61
I )
Sim (82,4%) 46 (69,7%)
Leve/Interm 50 0
Escore de ediario (67,6%) 53 (80,3%) 0,088
gravidade 24 0
Grave (32,4%) 13 (19,7%)

*Qui-quadrado
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4.2.2 Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes investigadas no loci
AQP9, FLT1, PDE7TB, KLF1 e KLF10 nos pacientes com anemia falciforme, e
suas associagdes com os parametros laboratoriais.

As frequéncias genotipicas e alélicas para todos os 160 pacientes com
anemia falciforme estdo detalhados na Tabela 9. Para a analise hematolégica
foram retirados os que fazem uso de HU, onde foi observada significancia
estatistica para a variante rs3191333 (KLF10) quando associada aos valores de

VCM e TGP, conforme observado na Tabela 10.

Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNP’s nos genes AQP9,
FLT1, PD7TB, KLF1 e KLF10.

SNP’s Gendétipo Frequéncia Frequéncia HWE
genotipica alélica

AQP9 GG (n=126) 90,6% G=0,9532 x°=0,3345
rs1867380 GA (n=13) 9,4% A=0,0468 P=0,5630
G>A

FLT1 AA (n=57) 41,6% A=0,6387 x°=0,1704
rs3751395 CA (n=61) 44,5% C=0,3613 P=0,6798
A>C CC (n=19) 13,9%

PDE7B AA (n=51) 36,7% A=0,6331 X°=2,9607
rs9376173 AC (n=74) 53,2% C=0,3669 P=0,0853
A>C CC (n=14) 10,1%

KLF1 AA (n=1) 0,8% A=0,1429 x?=1,3071
rs2072597 GA (n=34) 27,0% G=0,8571 P=0,2529
A>G GG (n=91) 72,2%

KLF10 GG (n=81) 58,3% G=0,7626 x?=0,0060
rs3191333 GA (n=50) 36,0% A=0,2374 P=0,9382
G>A AA (n=8) 5,8%




Tabela 10. Associacdo das variantes genéticas com os parametros
laboratoriais.
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AQP9 FLT1 PDE7B KLF1 KLF10
rs1867380 rs3751395 rs9376173 rs2072597 rs3191333
Parametros

laboratonals — 5 AA AC+ *p AA AC+ p AA AGr p GG GAr
cc cc GG AA
126 13 57 80 51 88 91 35 81 58

HbF (90,6  (9,4% 0'258 41,6 (58,4 0’36 36,7 (63,3 0’55 72,2 (27,7 0’27 (58,3 (41,7 0,441
% ) %) %) %) %) % %) %) %)

126 13 .. 57 80 .. 51 8 029 91 35 084 8l 58 0824
Hb (06 (9.4% ° (416 (584 “g° (367 (633 2 (722 (277 9 (583 (417
% ) %) %) %) %) % %) %) %)

117 12 .. 54 73 . 46 83 093 8 33 072 77 52 0606
HbS (07 (93% V2% (425 (575 U2 (357 (643 7 (720 (280 4 (597 (403
%) ) %) %) %) %) %) %) %) %)

122 13 .o 55 78 .. 49 87 057 8 34 094 81 55 0493
Ht (904 (96% 5° (414 (586 o' (360 (640 7 (724 (276 4 (596 (404
%) ) %) %) %) %) %) %) %) %)

125 13 .. 57 79 . 51 87 005 90 35 021 8 57 0022
VCM (906 (94% 0 (420 (8% o' (370 (630 6 (720 (287 3 (58,7 (413
%) ) %) ) %) %) %) %) %) %)

122 12 o 56 76 .. 50 84 020 8 35 047 78 56 0360
HCM (910 (0% 5° (424 (576 Vg% (373 (627 7 (113 (287 O (582 (418
%) ) %) %) %) %) %) %) %) %)

112 10 49 71 42 81 035 8. 31 059 70 53 0,753
PLAQSUETA 18 ©2% 7% (408 (592 0'865 341 (659 5 (723 (277 8 (569 (431
%) ) %) %) %) %) %) %) %) %)

5 7 g 21 36 ., 25 33 064 40 15 075 34 24 0005
TGP 677 (123 "> (68 (632 Uy (431 (569 3 (727 (273 5 (586 (414
%) %) %) %) %) %) %) %) %) %)

5 7 .4 21 36 ., 25 33 065 40 15 018 34 24 0360
1o (87,7 (123 % @68 (632 %* @431 (569 4 (727 (273 3 (586 (414

%)

%)

%)

%)

%)

%)

%)

%)

%)

%)

* Mann-Whitney

4.2.3 Andlise da distribuicdo das variantes genéticas (rs1867380, rs3751395,
rs9376173, rs2072597 e rs3191333) e suas associacdes com a concentracao

de hemoglobina fetal e manifestagdes clinicas.

Apesar das variantes genéticas rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1),
rs9376173 (PD7TB), rs2072597(KLF1) e rs3191333 (KLF10) estarem associadas

ao nivel de HbF em diferentes pesquisas, no presente estudo néo foi observada

significAncia estatistica dessas variantes em paciente com anemia falciforme

(Tabela 11). Esta analise foi realizada de acordo com os valores = e < a média

HbF (8,0%) dos 140 pacientes que nédo fizeram uso da hidroxiuréia. Por outro

lado, quando as variantes foram associadas as manifestacdes clinicas (Tabelas
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12, 13, 14, 15 e 16) foi observada significAncia estatistica para a variante
rs3751395 (FLT1), nos quais as algias e crise vaso oclusivas apresentaram
p<0,05 com valores maiores em individuos com pelo menos um alelo mutante
(Tabela 13).

Tabela 11. Associacao entre as variantes e a concentracdo meédia de HbF em
pacientes com anemia falciforme.

Variantes HbF<8,0 HbF=8,0 P
AQP9 GG 65 (89,0%) 61 (92,4%)
rs1867380 0,494
GA 8 (11,0%) 5 (7,6%)
FLT1 AA 33 (45,8%) 24 (36,9%)
rs3751395 AC+ CC 39 (54,2%) 41 (63,1%) 0,290
PDE7B AA 32 (43,2%) 19 (29,2%)
r$9376173  actcc 42 (56.8%) 46 (70,8%) 0,087
KLF1 AA 52 (77,6%) 39 (66,1%)
r$2072597 AG+ GG 15 (22,4%) 20 (33,9%) 0,150
KLF10 GG 43 (58,1%) 38 (58,5%)
r$3191333 GA+ AA 31 (41,9%) 27 (41,5%) 0,966

*Qui-quadrado



Tabela 12. Associacao da variante AQP9 rs1867380 com as manifestacdes
clinicas da anemia falciforme.

AQP9
Manifestacdes clinicas rs1867380
GG GA *p
NAO 15 (88,2%) 2 (11,8%)
Algias 0,735
SIM 128 (90,8%) 13 (9,2%)
Crises vaso- ~ NAO 28 (87,5%) 4 (12,5%) 0.516
oclusivas SIM 115 (91,3%) 11 (8,7%) ’
NAO 139 (90,3%) 15 (9,7%)
AVC 0,512
SIM 4 (100%) -
NAO 74 (87,1%) 11 (12,9%)
STA 0,111
SIM 69 (94,5%) 4 (5,5%)
3 NAO 103 (88,0%) 14 (12,0%)
InfecgBes 0,073
SIM 40 (97,6%) 1 (2,4%)
i NAO 109 (88,6% 14 (11,4%
Hepatomegali ( 0) ( 0) 0,129
a SIM 34 (97,1%) 1 (2,9%)
NAO 116 (89,2%) 14 (10,8%)
Edemas 0,239
SIM 27 (96,4%) 1 (3,6%)

*Qui-quadrado
Tabela 13. Associacao da variante rs3751395 (FLT1) com as manifestacdes
clinicas da anemia falciforme.

FLT1
rs3751395
Manifestacdes clinicas
AA AC+ CC *n
NAO 13 (81,2%) 3 (18,8%)
Algias 0,002
SIM 57 (40,4%) 84 (59,6%)
Crises vaso- NAO 21 (70,0%) 9 (30,0%) 0.002
oclusivas SIM 49 (38,6%) 78 (61,4%) ’
NAO 68 (44,4%) 85 (55,6%)
AVC 0, .,825
SIM 2 (50,0%) 2 (50,0%)
NAO 40 (47,6%) 44 (52,4%)
STA 0,412
SIM 30 (41,1%) 43 (58,9%)
. NAO 57 (49,1%) 59 (50,9%)
Infeccdes 0,054
SIM 13 (31,7%) 28 (68,3%)
i NAO 54 (44,6% 67 (55,4%
Hepatomegali ( 0) ( 0) 0,984
a SIM 16 (44,4%) 20 (55,6%)
NAO 60 (46,2%) 70 (53,8%)
Edemas 0,386
SIM 10 (37,0%) 17 (63,0%)

*Qui-quadrado
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Tabela 14. Associacao da variante rs9376173 (PDE7B) com as manifestacdes
clinicas da anemia falciforme.

PDE7B
rs9376173
Manifestacdes clinicas
AA AC+ CC *p
NAO 6 (35,3%) 11 (64,7%)
Algias 0,741
SIM 56 (39,4%) 86 (60,6%)
Crises vaso- NAO 14 (43,8%) 18 (56,2%) 0.135
oclusivas SIM 48 (37,8%) 79 (62,2%) ’
NAO 59 (38,1%) 96 (61,9%)
AVC 0,135
SIM 3 (75,0%) 1 (25,0%)
NAO 34 (40,5%) 50 (59,5%)
STA 0,685
SIM 28 (37,3%) 47 (62,7%)
3 NAO 49 (41,5%) 69 (58,5%)
InfecgBes 0,267
SIM 13 (31,7%) 28 (68,3%)
Hepatomegali ~ NAO 45 (36,6%) 78 (63,4%) 0.250
a SIM 17 (47,2%) 19 (52,8%) ’
NAO 54 (41,2%) 77 (58,8%)
Edemas 0,213
SIM 8 (28,6%) 20 (71,4%)

*Qui-quadrado

Tabela 15. Associacao da variante rs2072597 (KLF1) com as manifestacdes

clinicas da anemia falciforme.

KLF1
Manifestacdes clinicas rs2072597
AA AG+ GG *n
NAO 11 (73,3%) 4 (26,7%)
Algias 0,862
SIM 98 (75,4%) 32 (24,6%)
Crises vaso- NAO 23 (79,3%) 6 (20,7%) 0.564
oclusivas SIM 86 (74,1%) 30 (25,9%) ’
NAO 106 (75,2%) 35 (24,8%)
AVC 0,533
SIM 3 (75,0%) 1 (25,0%)
NAO 58 (77,3%) 17 (22,7%)
STA 0,533
SIM 51 (72,9%) 19 (27,1%)
. NAO 80 (74,8%) 27 (25,2%)
Infeccdes 0,849
SIM 29 (76,3%) 9 (23,7%)
Hepatomegali ~ NAO 82 (73,9%) 29 (26,1%) 0513
a SIM 27 (79,4%) 7 (20,6%) ’
NAO 90 (75,0%) 30 (25,0%)
Edemas 0,916
SIM 19 (76,0%) 6 (24,0%)

*Qui-quadrado
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Tabela 16. Associacao da variante rs3191333 (KLF10) com as manifestacdes
clinicas da anemia falciforme.

KLF10
rs3191333
Manifestacdes clinicas
GG GA+ AA *p
NAO 12 (70,6%) 5 (29,4%)
Algias 0,251
SIM 79 (56,0%) 62 (44,0%)
Crises vaso- ~ NAO 18 (56,2%) 14 (43,8%) 0.863
oclusivas SIM 73 (57,9%) 53 (42,1%) ’
NAO 90 (58,4%) 64 (41,6%)
AVC 0,182
SIM 1 (25,0%) 3 (75,0%)
NAO 48 (57,1%) 36 (42,9%)
STA 0,902
SIM 43 (58,1%) 31 (41,9%)
. NAO 67 (57,3%) 50 (42,7%)
Infeccbes 0,887
SIM 24 (58,5%) 17 (41,5%)
_ NAO 70 (57,4%) 52 (42,6%)
Hepatomegalia 0,919
SIM 21 (58,3%) 15 (41,7%)
NAO 76 (58,5%) 54 (41,5%)
Edemas 0,635
SIM 15 (53,6%) 13 (46,4%)

*Qui-quadrado

ApG6s a andlise da associacdo de cada variante com as principais
manifestacbes clinicas, verificou-se a possivel associacdo alélica da variante
rs3751395 (FLT1) com as manifestacBes clinicas que apresentaram resultado
significativo (Tabela 17). Uma analise univariada de regressao logistica simples
foi realizada para verificar se a presenca dos alelos mutantes na variante possui
efeito na clinica. O gendtipo homozigoto selvagem da variante rs3751395 (AA) no
gene FLT1 foi considerada como o genétipo de referéncia (OR=1).

A variante rs3751395 foi associada como fator de risco para algias e crise
vaso oclusivas. A frequéncia do menor alelo (C) foi significativamente (p<0,05)
mais elevada no grupo que apresentou algias dos que ndo apresentaram (97,2%
vs 2,8%), assim como no grupo que apresentou crise vaso oclusivas dos que nao
apresentaram (88,9% vs 11,1%). O genotipo heterozigoto AC individualmente foi
associado significativamente com algias, aumentando o risco em 4,7 vezes para

desenvolver esta manifestacao clinica. O mesmo foi observado para o gendtipo
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heterozigoto quando associado a crise vaso oclusivas, o qual mostrou que
aumenta o risco em 4,4 vezes, conforme observado na Tabela 17.

Tabela 17. Associacdo dos gendtipos da variante rs3751395 no gene FLT1
com as manifestacdes clinicas algias e crise vaso oclusivas.

rs3751395 Manifestacao clinica p OR IC95%
Algias
Sim N&o
©) 105 (97,2%)  3(2,8%) 0,000 8,7 (2,56-29,31)
AA 57 (40,4%) 13(81,2%) 0,063 1 (referéncia) 1,0
AC 63 (44,7%)  3(18,8%) 0,019 4,7 (1,67-29,17)
CcC 21 (14,9%) 0 0,999 0 0
CvO
Sim Nao
© 96 (88,9%) 12 0,009 2,4 1,22-4,80
(11,1%)
AA 49 (38,6%) 21 (70%) 0,009 1 (referéncia) 1,0
AC 60 (47,2%) 6 (20,0%) 0,003 4,4 1,66-12,04
CC 18 (14,2%) 3(10,0%) 0,163 2,5 0,68-9,68

4.3 HAPLOTIPOS DO GENE DA BS-GLOBINA.

4.3.1 Andlise dos haplétipos ligados ao gene da globina beta e sua
associacdo com a concentracdo de hemoglobina fetal, e manifestacfes
clinicas nos individuos com anemia falciforme.

Os haplétipos ligados ao grupo de genes da Bs-globina foram investigados
em 156 pares de cromossomos, sendo 0 mais frequente o haplétipo Bantu,
presente em 190/312 (60,9%), seguido pelo Benin em 80/312 (25,6%) (Grafico 2).

= BAN = BEN = CAM = SEN

Graéfico 2. Frequéncia dos haplétipos nos pacientes com anemia falciforme.



58

Foi feita a combinacdo haplotipica dos pacientes que néo fizeram uso de
HU, e a estatistica descritiva com intuito de verificar a distribuicdo genotipica e a
média dos niveis de HbF encontrados. Observou-se que o0 genoétipo mais
frequente foi o BAN/BAN, seguido do BAN/BEN, conforme observado na Tabela
18.

Tabela 18. Frequéncia da combinacao haplotipica nos pacientes com anemia
falciforme.

Combinacao N Frequéncia (%) Média de HbF

haplotipica
BAN/BAN 57 41,6% 7,8
BAN/BEM 33 24,1% 8,8
BAN/SEM 8 5,8% 11,7
BAN/CAM 15 11,0% 12,4
BEN/BEM 14 10,2% 8,0
BEN/SEM 7 51% 9,5
BEN/CAM 1 0,7% 2,6
SEN/SEM 2 1,5% 51

Para verificar associacoes dos haplétipos com os niveis de HbF foi
realizada uma regresséao linear multivariada (Tabela 19), a qual mostrou que as
combinacdes haplotipicas BAN/BAN, BAN/SEN e BAN/CAM apresentam
significancia estatistica. O gendtipo BAN/BAN esta relacionado a diminuicdo nos
niveis de HbF, e os gendtipos BAN/SEN e BAN/CAM relacionados com o
aumento de HbF.

Tabela 19. Associacdo da concentracdo de HbF com a combinacé&o haplotipica.

Coeficientes ndo

Combinacéo padronizados Coef|C|.ente IC95%
h e Padronizado Valor de p
aplotipica

B Erro padrao Beta Limite Inferior Limite superior
BANBAN -0,116 0,055 -0,176 0,037 -0,224 -0,007
BANBEN 0,087 0,068 0,115 0,205 -0,048 0,221
BANSEN 0,257 0,118 0,186 0,031 0,023 0,490
BANCAM 0,239 0,090 0,231 0,009 0,060 0,417
BENBEN 0,044 0,092 0,041 0,634 -0,139 0,227
BENSEN 0,144 0,125 0,098 0,252 -0,104 0,392
BENCAM -0,345 0,313 -0,091 0,273 -0,964 0,275
SENSEN -0,324 0,225 -0,120 0,153 -0,770 0,122

IC, intervalo de confianca
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Além disso, foi realizada uma regressdo logistica multivariada para
investigar a associagdo entre a combinacdo haplotipica e os niveis de HbF a
predisposicdo aos eventos clinicos (Tabela 20). Para essa analise, foi
estabelecido modelos que contemplaram variaveis que poderiam de determinada
maneira influenciar na ocorréncia da variavel dependente. Para cada modelo, a
variavel dependente foi uma manifestacao clinica. Foi observado que os niveis de
HbF influenciam no escore de gravidade e para o surgimento de infeccdes, e 0
haplétipo BAN/BEN influencia como fator de risco para sindrome do toérax agudo e

edemas.



Tabela 20. Analises multivariadas com modelos especificos,
concentracdo de HbF e a combinacdo haplotipica
(manifestacdes clinicas).

60

associando a

com variaveis dependentes

Variaveis B S.E. Wald p Exp(B) 1IC95% EXP(B)
Modelo 1 -
Escore de
gravidade
HbF 2 2'95 0,696 10,860 0,001 0,101 0,026 - ,395
Haplétipo - - 4,027 0,855 - -
Modelo 2 -
Crises vaso-
oclusivas
- 0,124 - 2,295
HbF 0,628 0,744 0,712 0,399 0,533
Haplotipo - - 3,386 0,847 - -
Modelo 3 —
Algias
- 0,057 - 2,368
HbF 1,002 0,951 1,110 0,292 0,367
Haplétipo - - 0,037 1,000 - -
Modelo 4 —
AVC
HbF 0,143 2,247 0,004 0,949 1,153 0,014 - 94,378
Hapl6tipo - - 1,018 0,995 - -
Modelo 5 —
STA
HbF 0 (586 0,597 0,021 0,885 0,918 0,285- 2,957
Haplétipo 2,115 0,912 5,375 0,020 8,289 1,387- 49,542
BANBEN
Modelo 6 —
Edemas
HbF 0,018 0,840 0,000 0,983 1,018 0,196 - 5,281
Haplotipo 1,822 0,880 4,291 0,038 6,186 1,103 — 34,689
BANBEN 1 L L 1 1 1 1
Modelo 7 —
Infecgbes
HbF 5 6'15 0,770 11,540 0,001 0,073 0,016 - 0,331
Haplétipo - - 3,673 0,826 - -
Modelo 8 -
Hepatomegalia
HbF 0 é79 0,728 0,270 0,603 0,685 0,164 - 2,854
Haplétipo - - 4,649 0,703 - -
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4.4 PESQUISA DAS VARIANTES GENETICAS EM BANCO DE DADOS
PUBLICOS.

As variantes genéticas rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173
(PDE7B), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) foram investigadas em bancos
de dados publicos internacionais que disponibilizam informacdes fundamentais
sobre variantes genéticas. O Clinvar, mais comumente aplicado para a analise
clinica e patolégica de mutacdes, foi o primeiro banco de dados pesquisado e
apresentou apenas a variante rs2072597 (KLF1), catalogada em seu banco como
uma variante de nucleotideo Unico classificada como benigna.

Do total das variantes pesquisadas, no banco de dados gnomAD foram
identificadas as variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1) e rs2072597
(KLF1). Dessas, apenas a ultima possui classificacdo clinica nesse banco de
dados e é classificada como benigna, visto que o gnomAD fornece o significado
clinico das mutac¢@es disponibilizados pelo banco de dados Clinvar. A frequéncia
de cada variante genética em diferentes grupos populacionais — africanos/afro-
americanos, latinos, judeus, leste e sul asiaticos, e europeus (finlandeses e nao
filandeses) séo observadas na Tabela 21.

Tabela 21. Frequéncia alélica das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395
(FLT1) e rs2072597 (KLF1) no banco de dados gnomAD.

Frequéncia rs1867380 rs3751395 rs2072597
(AQP9) (FLT1) (KLF1)

Frequéncia global 0,92 0,53 0,36
Africanos/afro- 0,78 0,64 0,44
americanos

Latinos 0,92 0,67 0,37
Judeus 0,96 0,41 0,25
Europeus (finlandeses) 0,94 0,36 0,37
Europeus (n&@o 0,95 0,44 0,30
finlandeses)

Leste asiaticos 0,84 0,63 0,61
Sul asiaticos 0,86 - 0,43

As variantes genéticas também foram pesquisadas em banco de dados
nacionais (Tabela 22). No banco de dados AbraOM, foram identificadas todas as
variantes, as quais apresentaram as seguintes frequéncias alélicas: rs1867380
frequéncia de 0,91; rs3751395 frequéncia de 0,56; rs9376173 frequéncia de 0,31;
rs2072597 frequéncia de 0,32 e rs3191333 frequéncia de 0,30. Por outro lado, o
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banco de dados SELAdb néo identificou a variante presente no gene PDE7B. A
frequéncia observada para as demais variantes foram: 0,91 para a variante
rs1867380; 0,54 para a variante rs3751395; 0,35 para a variante rs2072597; e
0,31 para a variante rs3191333. Além disso, as frequéncias alélicas encontradas
no presente estudo foram comparadas com as frequéncias observadas nos
bancos de dados publicos investigados nesta pesquisa (Tabela 23).

Tabela 22. Frequéncia alélica das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395
(FLT1), rs9376173 (rs9376173), rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10) em
banco de dados nacionais.

Variantes Genéticas AbraOM SELAdb
AQP9
rs1867380 0,91 0,91
FLT1
rs3751395 0,56 0,54
PDE7B
rs9376173 0,31 -
KLF1
rs2072597 0,32 0,35
KLF10
rs3191333 0,30 0,31

Tabela 23. Comparacao das frequéncias alélicas das variantes investigadas
no presente estudo e os bancos de dados publicos (gnomAD, AbraOM e
SELAdD).

Variante gnomAD AbraOM SELAdb Presente estudo

Genética (Latinos)
AQP9

rs1867380 0,92 0,91 0,91 0,98
FLT1

rs3751395 0,67 0,56 0,54 0,65
PDE7B

rs9376173 - 0,31 - 0,65
KLF1

rs2072597 0,37 0,32 0,35 0,10
KLF10

rs3191333 - 0,30 0,31 0,76
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4.5 ANALISE IN SILICO

Foram selecionados para a analise de patogenicidade as variantes do tipo
missense: variantes rs1867380 (AQP9) e rs2072597 (KLF1l), as quais foram
investigadas mediante analise in silico de cinco preditores (FATHMM, SIFT,
PROVEAN, POLYPHEN-2 e PANTHER).

A classificacdo do grau de patogenicidade seguiu 0s critérios pré-
estabelecidos: benigna, quando trés ou mais preditores classificou a variante
como benigna, provavelmente benigna, neutra e/ou tolerada; patogénica, quando
trés ou mais preditores classificou a variante como patogénica, provavelmente
patogénica e/ou deletéria; e significado incerto, quando pelo menos um preditor
nao conseguiu analisar a variante e dois a classificaram como patogénica e dois
outros a classificaram como benigna ou quando nenhuma predicao foi feita por
multiplos preditores. Assim, apés analise dos preditores as variantes rs1867380
(AQP9) e rs2072597 (KLF1) foram classificadas como benignas (Tabela 24).

Tabela 24. Variantes com significado clinico no CLINVAR e sua comparagdo com o
padrdo de patogenicidade apds analise in silico de cinco preditores (FATHMM,
SIFT, PROVEAN, POLYPHEN-2 e PANTHER).

Variante Classificagao

genética FATHMM PANTHER SIFT PROVEAN POLYPHEN-2 da
Patogenicidade

AQP9 Patogénica Incerto Tolerada  Neutra Benigna Benigna

rs1867380

KLF1 Tolerada Provavelmente Tolerada  Neutra Benigna Benigna

rs2072597 patogénica
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5 DISCUSSAO

O estudo de variantes genéticas associadas ao aumento dos niveis de HbF
tem sido foco de interesse nos ultimos anos, na medida em que a indugdo da
sintese de HbF melhora os sintomas clinicos das -hemoglobinopatias, como a B-
talassemia e anemia falciforme (BORG et al., 2010; LETTRE, 2012; He et al.,
2018). A diversidade genética em humanos causa a variabilidade interindividual
na suscetibilidade a doencas, na resposta ao tratamento e nos resultados clinicos
(MARIAN, 2020), nesse sentido, as variantes genéticas podem apresentar
diferentes resultados (BORG et al., 2012). No presente estudo observou-se que
pacientes da regidao norte do Brasil diagnosticados com (-hemoglobinopatias
apresentaram heterogeneidade em relacdo aos resultados obtidos na pesquisa
das variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B),
rs2072597 (KLF1) e rs3191333 (KLF10), embora pesquisas comprovem que
estas variantes estdo associadas ao nivel de HbF em (3-hemoglobinopatias (MA et
al., 2007; SEBASTIANI et al., 2008; ELALFY et al., 2017; HAMID et al., 2018).

Em B-talassémicos foi observado diferenca significativa nos niveis de HbF
para as variantes rs3751395 (FLT1) e rs9376173 (PDE7B). Essas variantes, que
sdo associadas as alteracdes nos niveis de HbF em individuos com AF tratados
com hidroxiureia (SALES et al.,, 2021), no presente estudo mostrou que a
presenca do alelo selvagem (A), em ambas variantes, possui uma associagao
positiva para os niveis de HbF em beta talassémicos: a presenca deste alelo
aumenta os niveis de HbF, sendo observado em maior frequéncia em individuos
com uma clinica mais branda — talassemia menor.

Borg e colaboradores (2012) associam a auséncia da variante genética
rs3191333 (KLF10) ao aumento dos niveis de HbF em individuos com -
talassemia intermediaria em comparagao aos individuos com B-talassemia maior
e individuos sem diagndstico de talassemia, tornando essa variante um possivel
biomarcador genético em termos de gravidade da B-talassemia. O presente
estudo néo corrobora com tal achado, visto que todos os individuos beta
talassemicos apresentaram tal variante, ndo apresentando significancia estatistica

entre essa variante e os niveis de HbF. Os resultados apresentados em relacdo a
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clinica mostraram que o alelo mutante € encontrado com menos frequéncia nos
individuos diagnosticados com B-talassemia intermediaria.

Os achados de Stratopoulos e colaboradores (2019) relataram que a
variante rs3191333 (KLF10) é indicativa do resultado clinico da B-talassemia, no
qual o gendtipo homozigoto mutante apresenta uma frequéncia genotipica baixa
(5%) e uma frequéncia de 63% para homozigoto selvagem em individuos B-
talassémicos. O presente estudo corroborou com tal achado, pois apresentou
uma frequéncia de 5,9% para o genoétipo homozigoto mutante e 55,9% para
homozigoto selvagem.

Com relacdo ao gene KLF1, Lamsfus-Calle e colaboradores (2020)
afirmam que apesar desse gene estar envolvido na repressao de HbF, a analise
comparativa de diferentes estratégias de edicdo de genes indutores de HbF
concluiu que esse gene ndao desempenha um papel importante na clinica. De fato,
no presente estudo, a variante rs2072597 ndo apresentou significancia estatistica
na comparacdo entre 0s genotipos e os niveis de HbF em pacientes B-
talassémicos e entre os genotipos e clinica dos pacientes. Entretanto, deve-se
ressaltar que o homozigoto selvagem ndo foi observado nas amostras
investigadas, o que pode ser justificado devido baixa amostragem no presente
estudo.

Além do mais, foi observado que os parametros hematolégicos dos
pacientes [(-talassémicos demonstram perfil classico associado a doenca. Os
niveis de HbA2 e HbF sdo os primeiros a serem analisados. A medicdo precisa da
HbA2 é a primeira etapa na deteccao de portadores de talassemia-$3, sendo seus
valores aumentados considerados o achado hematolégico mais confiavel para a
identificacdo de portadores talassémicos-p (DENIC et al., 2013; WAJCMAN et al.,
2017; ALIYEVA, et al, 2018; JIANG et al., 2018; TAMADDONI et al, 2019) e de
valor fundamental para distinguir os tragos de B e talassemia-a (WAYE, 2015). Os
exames laboratoriais no diagndstico da talassemia-8, em geral, mostram niveis de
HbA2 acima de 3,5% como valor de corte para traco beta talassémico
(STEPHENS et al.,, 2015; TRAEGER-SYNODINOS et al., 2015), o que foi
observado neste estudo que apresentou uma meédia de 4,9% para os niveis de
HbA2.
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Em portadores B-talassemicos com nivel de HbA2 elevado, os niveis de
HbF estdo geralmente dentro da faixa de normalidade (TRAEGER-SYNODINOS
et al., 2015). No presente estudo, os niveis de HbF apresentaram uma média de
4,8%, valor considerado aumentado em relacdo a normalidade, o que pode ser
justificado devido a presenca de variantes de genes ndo globinicos afetar a
transcricdo do gene da y-globina (TRAEGER-SYNODINOS et al., 2015), conforme
foi observado: o alelo selvagem nas variantes rs3751395 (FLT1) e rs9376173
(PDE7B) podem estar aumentando os niveis de HbF em pacientes [-
talassémicos.

Por outro lado, a pesquisa das variantes em individuos diagnosticados com
anemia falciforme ndo apresentou significancia estatistica associada ao nivel de
HbF, mas observou-se associagdo da variante rs3751395 (FLT1) com as
manifestacbes clinicas: crise vaso oclusivas e algias, que pode ser explicado
devido o gene FLT1, também conhecido como receptor-1 do fator de crescimento
endotelial vascular, desempenhar um papel fundamental na angiogénese
(SHIBUYA, 2011) visto que, um dos antagonistas primarios e reguladores da
funcdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é o sFlt-1.

As crises vaso oclusivas em anemia falciforme causam hipoxia tecidual,
que consequentemente pode ocasionar uma resposta angiogénica rapida com
intuito de melhorar o fluxo sanguineo, e consequentemente promover o estimulo
para a producédo do VEGF (MACHADO et al., 2010). As concentracdes de sFlt-1
normalmente acompanham o aumento da concentracdo de VEGF, porém na
anemia falciforme este aumento ndo é observado, afetando o equilibrio da
angiogénese (MOHAN et al., 2005), prejudicando assim a manutencdo da
homeostase no organismo dos pacientes, que pode ser observado no presente
estudo o qual encontrou associacédo entre a variante rs3751395 (FLT1) e crises
vaso oclusivas: o genoétipo heterozigoto pode aumentar o risco em 4,4 vezes de
desenvolver esta manifestacao clinica.

Nos pacientes com anemia falciforme, uma das manifestacdes clinicas
mais frequentes observadas foram as algias, com uma frequéncia de 89,4%, a
qual representa a causa mais comum de procura de emergéncia por esses
pacientes (SOUZA et al., 2020). A variante rs3751395 (FLT1) também apresentou
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associacdo como fator de risco para esta manifestacéo clinica, onde observou-se
que o0 gendtipo heterozigoto AC pode aumentar o risco em 4,7 vezes para
desenvolver algias. Percebeu-se assim, que as manifestacbes clinicas mais
frequentes observadas no presente estudo (crise vaso oclusivas e algias) estédo
associadas a variante rs3751395 (FLT1), na qual a presenca do alelo mutante foi
significativamente (p<0,05) mais elevada nos pacientes que apresentaram tais
manifestacdes, sugerindo assim que na regido norte do Brasil o alelo mutante
desta variante esta associada a uma maior gravidade clinica em individuos com
anemia falciforme.

Apesar do genotipo heterozigoto AC apresentar associacdo como fator de
risco, foi observado que a associacdo do gendtipo mutante com as manifestacoes
clinicas ndo apresentou significancia, o que sugere que deve ocorrer possiveis
interacfes na variante rs3751395 (FLT1). Essas interacbes podem ser do tipo
epistasia - efeito de um gene em um fenétipo é modificado por um ou varios
genes diferentes - e podem ser classificadas como sinérgicas/aditivas com efeitos
positivos, cujos efeitos dos alelos de diferentes locus juntos produzem efeitos
fenotipicos mais pronunciados do que o alelo sozinho (STANFILL e STARLARD-
DAVENPORT, 2018), conforme observado no presente estudo.

Todas as variantes investigadas também foram associadas aos parametros
laboratoriais nos pacientes com anemia falciforme, mas apenas a variante
rs3191333 (KLF10) apresentou significancia estatistica quando associada aos
valores de VCM (volume corpuscular médio) e TGP (transaminase piravica) ou
ALT (alanina aminotransferase), marcador especifico de dano hepético. Os
valores observados mostraram que o VCM nos individuos com genatipo selvagem
apresentaram a média abaixo da normalidade quando comparados aos individuos
que apresentaram genétipo com pelo menos um alelo mutante (A), os quais
estavam com valores dentro da normalidade. Por outro lado, a média observada
no indice TGP estavam dentro da normalidade, porém com valores maiores para
0s gendtipos dos individuos que apresentaram pelo menos um alelo mutante (A),
guando comparado com o genoétipo homozigoto selvagem (GG).

Outra analise realizada foi a associagao entre a concentracdao de HbF e os

parametros laboratoriais em pacientes com anemia falciforme. Ao comparar 0s
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valores desses indices hematimétricos nos grupos de pacientes = e < que a média
de HDbF, foram observados valores maiores no grupo de pacientes com HbF
acima da média, e significancia na associacdo com Hb e Ht. Embora tenha sido
observado que esses valores estavam aumentados para um dos grupos, a média
encontrada estava abaixo do valor de referéncia, o que pode ser devido esses
pacientes ainda nao fazerem uso de hidroxiureia, medicamento que promove 0
aumento do hematocrito e da hemoglobina (BISPO, 2013).

Do total de pacientes com anemia falciforme, a maioria (78,1%) foi
classificada com fendtipo de gravidade leve/intermediério, segundo a calculadora
de gravidade da anemia falciforme (CGDF) desenvolvida por Sebastiani e
colaboradores (2007) e validada por Silva (2020) em amostras de pacientes com
anemia falciforme em pacientes da regido norte do Brasil. No presente estudo, a
média do escore encontrada foi de 0,4, 0 que sugere que tais pacientes
apresentam uma evolugdo clinica mais branda quando comparada com outros
estados do Brasil (BELINI JUNIOR et al., 2015; PURIM, 2017), enfatizando que a
existéncia da grande variedade fenotipica no Brasil € devido a diferente incidéncia
e gravidade clinica observadas nas diferentes regiées do pais.

A variabilidade fenotipica em individuos com anemia falciforme, que pode
ser decorrente da concentracdo de HbF e presenca simultanéna de [3-talassemia,
também tém nos haplétipos um papel relevante na gravidade das manisfestacdes
clinicas (STEINBERG et al., 2019), sugerindo que estes podem ser Uteis como
preditores da gravidade da doenca (ZAGO, FIGUEIREDO e OGO, 1992). Neste
estudo, observou-se que o haplétipo mais frequente foi o Bantu, presente em
60,9% dos 156 pares de cromossomos investigados nos pacientes com anemia
falciforme, seguido pelo tipo Benin, com 25,6%. Este achado corrobora com
outras pesquisas que relatam que no Brasil estes haplétipos sdo 0s mais
prevalentes (FIGUEIREDO et al.,1994; LEMOS e FARIAS GUERREIRO, 2006;
(ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2013).

Na populacéo de Belém foi observada também a presenca dos haplétipos
Senegal (7,1%) e Camardes (6,4%). Dados historicos, no Brasil, referentes ao
trafico de escravos procedente da regido do Atlantico-Oeste africano, com

predominancia do haplétipo Senegal mostram maior prevaléncia no norte do
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Brasil (HOLSBACH et al., 2010), e raro ou ausente em amostras de outras
regibes brasileiras ja estudadas (LEMOS e FARIAS GUERREIRO, 2006). O
presente estudo corrobora com tal informacao, visto que este haplétipo esta de
acordo com o esperado.

Percebe-se, entdo, que a analise dos hapl6tipos é uma fonte importante
para estudos antropoldgicos em relagdo a origem étnica de cada populacao, e
colabora para a compreensdo da gravidade clinica em individuos com anemia
falciforme (CABRAL, 2010), visto que os diferentes tipos de haplotipos estédo
relacionados ao nivel de HbF. Os haplo6tipos Benin e Bantu estdo associados a
niveis reduzidos de HbF, apresentando uma clinica intermediéria (5% a 15% de
Hb F) e grave (<5% de HbF), respectivamente. Por outro lado, o haplotipo
Senegal esta associado com niveis elevados de HbF (>15%) e a um curso clinico
mais brando (POWARS, D. et al.,1991). Essa variacdo pode ser explicada pelo
achado de que individuos com o haplétipo Bantu, sem tratamento, possuem
niveis mais baixos de HbF quando comparados aos portadores de outros
haplétipos s nas mesmas condicdes (NAGEL, 1984).

As combinagdes haplotipicas mais frequentes observadas foram de
homozigose Bantu/Bantu (41,6%), seguida da heterozigose Bantu/Benin com
média de 7,8% e 8,8% para os niveis de HbF, respectivamente. Algumas dessas
combinac¢des apresentaram associacdo com a concentracdo de HbF: o gendtipo
Bantu/Bantu mostrou relacdo com a diminuicdo nos niveis de HbF, e o
Bantu/Senegal com o aumento nos niveis de HbF, assim como o gendétipo
Bantu/Camardes. Os resultados encontrados enfatizam que os haplétipos
associados a niveis intermediarios e aumentados de HbF melhoram os niveis de
HbF nos individuos heterozigotos, embora a analise das caracteristicas de grupos
de gendtipos formados por haplétipos diferentes seja dificultada em heterozigose
(STEINBERG, 1996).

As combinacgdes haplotipicas foram associadas as manifestacdes clinicas,
e 0 presente estudo apresentou relagdo do gendtipo Bantu/Benin com a sindrome
do torax agudo e edemas. Apesar desse resultado apresentar uma associacao
significativa devido o haplétipo Bantu estar associada a uma clinica grave, o papel

desses genotipos ainda € controverso, pois existe heterogeneidade clinica entre
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individuos de mesmo haplétipo e em heterozigose, além de outros determinantes
genéticos que podem estar associados ao nivel de HbF que influenciam
diretamente na manifestacdo clinica em individuos com anemia falciforme
(HATZLHOFER, 2017), como as variantes genéticas em genes localizados fora
do locus do gene da [3-globina.

A identificacdo das variantes genéticas atraves da utilizagdo dos banco de
dados populacionais orientam e apoiam a descoberta de novas relacdes entre o
gene e doenca (GUDMUNDSSON et al., 2021). Na populacao brasileira, existe
uma grande variagcdo genética interna, devido sua diferente miscigenacdo em
diversas regides do pais (GIOLO, et al., 2012). Assim, a pesquisa das variantes
se torna uma abordagem limitada, visto que algumas populacbes sdo sub-
representadas em alguns bancos de dados populacionais e as frequéncias
alélicas clinicamente relevantes permanecem nado caracterizadas (LERARIO et
al., 2020), como foi observado na presente trabalho, ao ser feito a pesquisa das
variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B), rs2072597
(KLF1) e rs3191333 (KLF10) no banco de dados gnomAD.

Lerario e colaboradores (2020) relatam que em banco de dados mais
utilizados como o gnomAD ha uma sub-representacéo de diversos individuos de
origem sul-americana, visto que este banco de dados inclui a populacéo de latinos
de forma geral, onde a populacdo brasileira esta incluida. O Brasil é altamente
miscigenado, com ancestrais provenientes da Europa, Africa, América e Asia
(NASLAVSKY et al., 2017). Do total das variantes genéticas pesquisadas em
individuos com B-hemoglobinopatias no norte do Brasil, foram identificadas no
banco de dados gnomAD as variantes rs1867380 (AQP9), rs3751395 (FLT1) e
rs2072597 (KLF1), que apresentaram frequéncia alélica global de 0,92, 0,53 e
0,36, respectivamente, e frequéncia em latinos de 0,92, 0,67 e 0,37,
respectivamente. Entretanto, existem variantes genéticas que estdo ausentes no
gnomAD (GUDMUNDSSON et al.,, 2021), como foi observado no presente
trabalho ao pesquisar as variantes rs9376173 (PDE7B) e rs3191333 (KLF10) que
nao foram encontradas nesse banco de dados, embora esse retna além de

sequéncias de exoma, sequéncias de genoma completo.
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A pesquisa realizada no banco de dados Clinvar mostrou que apenas a
variante rs2072597 (KLF1) estd catalogada, sendo caracterizada como uma
variante de nucleotideo Unico classificada como benigna. Percebe-se, dessa
forma, que embora o Clinvar facilite a busca por informacdes das variantes
genéticas (LANDRUM e KATTMAN, 2018), muitas variantes ndo sdo observadas
em seu banco de dados, o que pode ser devido a sub-representacdo de
frequéncias de variantes especificas nas populacdo ndo-europeias (NASLAVSKY
et al.,, 2021).

Como foi observado, a populacdo brasileira esta sub-representada nos
bancos de dados gendmicos internacionais, que sdo amplamente disponiveis
(LERARIO et al., 2020), como foi observado apds pesquisa no gnomAD e Clinvar.
Segundo a American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), a
andlise de individuos com ascendéncia sub-representada sera afetada
criticamente se depender dos bancos de dados populacionais (NASLAVSKY et
al., 2021). Naslavsky e colaboradores (2020) relataram que aproximadamente 2
milhndes de variantes identificadas e anotadas no banco de dados brasileiro
AbraOM estavam ausentes de grandes bancos de dados publicos, confirmando a
sub-representacdo das populacdes parentais brasileiras entre os estudos
internacionais.

No presente estudo, todas as variantes genéticas investigadas foram
encontradas no AbraOM, apresentando as seguintes frequéncias alélicas:
rs1867380 frequéncia de 0,91; rs3751395 frequéncia de 0,56; rs9376173
frequéncia de 0,31; rs2072597 frequéncia de 0,32 e rs3191333 frequéncia de
0,30, resultados esses que corroboram com a frequéncia das variantes
encontradas no gnomAD, embora esteja sub-representada nesse banco de dados
internacional. O SELAdb, outro banco de dados brasileiro, ndo apresentou a
variante genética presente no gene PDE7B. A frequéncia observada para as
variantes nesse ultimo banco de dados foram: 0,91 para a variante rs1867380;
0,54 para a variante rs3751395; 0,35 para a variante rs2072597; e 0,31 para a
variante rs3191333, resultados esperados para a populacdo brasileira, conforme
observado no AbraOM.
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A variante rs9376173 (PDE7B) pode nao ter sido encontrada no SELAdb
devido esse banco de dados representar a prevaléncia de variantes patogénicas
na populagédo da regido sudeste do Brasil (LERARIO et al., 2020), e o presente
estudo representar parte da populacdo norte do pais. Por outro lado, como
observado, todas as variantes genéticas investigadas foram encontradas no
AbraOM, o qual pode ser justificado em razdo desse banco de dados ser
representativo da populacdo brasileira de forma mais abrangente, uma vez que
armazena dados de frequéncia de variantes em individuos idosos, 0s quais sao
menos propensos a abrigar mutacdes patogénicas de inicio precoce e adulto
(NASLAVSKY et al., 2017).

Dessa forma, percebe-se que conhecer as frequéncias alélicas de varias
populacdes para distirbios mendelianos raros como no caso de AF e talassemia
€ importante para escolha de variantes clinicas (NASLAVSKY et al., 2020). E que
0os banco de dados brasileiros até o momento existentes, apesar de
representarem populacdes regionais podem facilitar estudos genéticos em
individuos brasileiros (LERARIO et al., 2020) permitindo compara¢cdes com
outras pesquisas realizadas em diferentes regides do pais, como observado na
presente pesquisa realizada na regido norte, a qual apresentou as seguintes
frequéncias alélicas para cada variante investigada: rs1867380 frequéncia de
0,98; rs3751395 frequéncia de 0,65; rs9376173 frequéncia de 0,65; rs2072597
frequéncia de 0,10 e rs3191333 frequéncia de 0,76.

As frequéncias alélicas encontradas nos pacientes com -
hemoglobinopatias apresentaram alguns resultados divergentes quando
comparados a frequéncia observada nos bancos de dados AbraOM e SELAdb, o
gue pode ser devido ao fato que o nimero de variantes genéticas varia de acordo
com a ancestralidade e pode ser influenciado pela taxa de heterozigosidade
(GUDMUNDSSON et al., 2021), e que no Brasil o alto grau de miscigenacao
pode contribuir para combinagdo particular de variantes raras e comuns
(NASLAVSKY et al.,, 2017). Deve-se considerar que a patogenicidade das
variantes depende do contexto e podem ser influenciadas pelas variantes

genéticas modificadoras e também de fatores ndo-genéticos (MARIAN, 2020), e
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normalmente, se uma variante € comum em uma populagdo, ela pode ser
considerada benigna em todas as populacdes (GUDMUNDSSON, et al., 2021).

Dentre as evidéncias para estabelecer o grau de patogenicidade de cada
variante sdo utilizados os preditores in silico (Richards et al. 2015). No presente
estudo, para as variantes missense pesquisadas foram utilizados cinco preditores
de patogenicidade in silico:. FATHMM, SIFT, PROVEAN, POLYPHEN-2 e
PANTHER), considerados preditores que apresentam melhor desempenho,
segundo Walters-Sen e colaboradores (2015). Dessa forma, foi possivel
classificar apenas as variantes rs1867380 (AQP9) e rs2072597 (KLF1), que sao
variantes missenses, e comparar os resultados aos dados disponiveis no Clinvar.
Apoés analise in silico, essas variantes foram classificadas como benignas,
corroborando com o Clinvar em relacdo ao resultado encontrado para a variante
rs2072597 (KLF1), Unica variante encontrada nesse banco de dados, do total das
cinco variantes pesquisadas.

Dessa forma, foi possivel observar que os resultados de diferentes
preditores computacionais variam em seus métodos e capacidade de prever a
patogenicidade de uma determinada mudanca de sequéncia genética,
observando-se uma discordancia na identificagcdo do impacto mutacional e
patogenicidade (Walters-Sen et al., 2015; PSHENNIKOVA et al., 2019], conforme
esperado e observado na andlise dos cinco preditores. Deve-se ressaltar que o
critério utilizado para classificacdo da variante no presente estudo (quando pelo
menos trés programas preditivos tinham a mesma classificagdo) surgiu com o
intuito de reduzir a discrepancia dos resultados. Apds andlise dos preditores as
variantes rs1867380 (AQP9) e rs2072597 (KLF1) foram classificadas como
benignas, corroborando com Niroula e Vihinen (2019), que enfatizam que as
variantes genéticas que ocorrem em altas frequéncias em uma populacdo sao,
em sua maioria, classificadas como benignas, uma vez que sao toleradas e assim
herdadas por geracfes, apresentando uma frequéncia alélica >1%.

Assim, de acordo com o0 exposto e tendo como base os resultados
descritos no presente estudo, € possivel deduzir que as variantes genéticas
investigadas estdo associadas as p-hemoglobinopatias, podendo estar
associadas aos niveis de HbF, como as variantes rs3751395 (FLT1), rs9376173
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(PDE7B) em pacientes com [-talassemia, ou associadas a manifestacfes
clinicas, como a variante rs3751395 (FLT1) em pacientes com anemia falciforme.
Essa ultima variante, foi classificada como benigna apds analise dos preditores de
patogenicidade, corroborando com os resultados encontrados, uma vez que 0
alelo selvagem dessa variante mostrou uma associa¢ao positiva com os niveis de
HbF, e o alelo mutante mostrou-se associado como fator de risco para algias e
crises vasos oclusivas.

Além disso, em anemia falciforme, a combinacdo haplotipica BAN/BEN
mostrou associacdo com as manifestacdes clinicas sindrome do térax agudo e
edemas, e a maioria dos pacientes investigados apresentou fenétipo de gravidade
classificado como leve/intermediario. Dessa forma, enfatizamos que embora as [3-
hemoglobinopatias, estejam entre o0s distarbios hereditarios mais bem
caracterizados, o conhecimento sobre elas ainda € incompleto, visto que
apresentam uma rede complexa que interligam marcadores genéticos e as [3-
hemoglobinopatias, como haplétipos Bs, variantes associadas com niveis de HbF
e variantes associadas a manifestacdes clinicas que envolvem interaces do tipo
epistasia; além de questdes sociais, culturais, econdbmicas e ambientais que em
conjunto estdo relacionadas a evolucdo clinica da doenca. Assim, o que foi
descrito no presente estudo enfatiza que compreender a heterogeneidade
especifica de cada populagdo é um fator importante para um melhor

acompanhamento clinico e tratamento das -hemoglobinopatias.
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6 CONCLUSAO
Os achados do presente estudo demonstraram que as variantes genéticas

rs3751395 (FLT1) e rs9376173 (PDE7B) estdo associadas as f3
hemoglobinopatias em pacientes do estado do Par4, podendo estar associadas
aos niveis de HbF, como as variantes rs3751395 (FLT1), rs9376173 (PDE7B) em
pacientes diagnosticados com [-talassemia, ou associadas a manifestacfes
clinicas, como a variante rs3751395 (FLT1) em pacientes com anemia falciforme.

A presenca do alelo selvagem (A) nas variantes rs3751395 (FLT1),
rs9376173 (PDE7B) possui uma associacao positiva para os niveis de HbF em
beta talassémicos, aumentando os niveis de HbF. Por outro lado, o gendtipo
heterozigoto (AC) da variante rs3751395 (FLT1) foi associada como fator de risco
para crises vaso oclusivas e edemas em pacientes com anemia falciforme.

Os pacientes com anemia falciforme, em sua maioria, foram classificados
com fendtipo de gravidade leve/intermediario, e possui 0 haplétipo Bantu como
mais frequente. Os gendtipos Bantu/Bantu, Bantu/Senegal e Bantu/Camardes
apresentaram associacdo com a concentracdo de HbF, sendo o Bantu/Bantu
relacionado com a diminuicdo dos niveis de HbF, e Bantu/Senegal e
Bantu/Camardes relacionados ao aumento dos niveis de HbF. Em contrapartida o
gendtipo Bantu/Benin apresentou associacdo com as manifestacdes clinicas
edema e sindrome do térax agudo.

A andlise in silico realizada para classificar o grau de patogenicidade
permitiu classificar as variantes missenses rs1867380 (AQP9) e rs2072597
(KLF1) como benignas. Essas variantes apresentaram na populacdo investigada
uma frequéncia alélica >1%, enfatizando que as variantes genéticas que ocorrem
em alta frequéncia em uma populacdo sdo, em sua maioria, classificadas como
benignas.

As frequéncias alélicas de cada variante investigada comparada com 0s
resultados dos bancos de dados publicos internacionais e nacionais mostraram
que a populacao brasileira, em particular a populacdo da regido norte do Brasil,
esta sub representada em banco de dados publicos internacionais e diverge em

alguns resultados quando comparado a banco de dados nacionais (AbraOM e
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7

SELAdb), uma vez que a populacdo da regido norte também é composta por
amerindios.

Portanto, deve-se ressaltar que os resultados encontrados no presente
estudo podem contribuir para um melhor entendimento sobre as -
hemoglobinopatias no estado do Para, contribuindo com o delineamento do perfil
genético desses pacientes. Além disso, estes achados precisam ser associados
aos fatores ndo genéticos para um melhor acompanhamento clinico e tratamento

dos pacientes B-talassémicos e com anemia falciforme.
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