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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € a doenca hereditaria mais prevalente no Brasil e no

mundo, decorrente de uma mutagcdo de ponto no codon 6 do gene da globina beta
(GAG>GTG) e tem por consequéncia a troca do residuo acido glutdmico pela valina,
levando a producdo de uma hemoglobina andémala, a hemoglobina S. Uma das
caracteristicas marcantes da AF ¢ a variabilidade clinica observada nesses pacientes, o
que contribui para a complexidade no entendimento da sua fisiopatologia. O pulmao é
um dos érgaos mais acometidos e as complicacbes na AF resultam em significativa
morbimortalidade na faixa pediatrica. As complicagbes pulmonares sdo multifatoriais e
influenciadas por polimorfismos genéticos. As eotaxinas e 0 RANTES sao quimiocinas
da familia CC (residuos de cisteina) que estimulam a migragéo de eosinofilos dos vasos
sanguineos para os pulmdes e apresentam papel crucial na resposta inflamatéria das
doencas do trato respiratério. Inicialmente descritas como citocinas quimiotaticas,
atualmente sabe-se que essas moléculas exercem multiplos papéis no processo
inflamatério, incluindo a regulacdo do trafego e a imunomodulagdo da ativacdo dos
leucécitos, fibrose, angiogénese, hematopoese e o estabelecimento e manutencédo da
hiperresponsividade. Polimorfismos no gene CCL11 (Eotaxinal) e no gene CCL5
(RANTES) tém sido frequentemente associados as complicagdes respiratérias. Este
estudo teve por objetivo investigar polimorfismos génicos da eotaxina-1 e RANTES em
um grupo de 160 pacientes pediatricos com AF diagnosticados e acompanhados no
HEMOPE-Pernambuco, e correlaciona-los as manifestacdes clinicas (asma, sindrome
toracica aguda e infeccdo pulmonar). A andlise molecular para identificacdo dos SNPs
rs16969415 (-426C>T), rs17809012 (-384A>G) e rs1129844 (67G>A) no gene CCL11 e
dos SNPs (-28C>G) rs2280788, (-403G>A) rs2107538 e (IN1.1C>T) rs2280789 no gene
CCL5, foi realizada por PCR-RFLP. A presenca do polimorfismo (IN1.1C>T) no gene da
quimiocina RANTES esta significativamente associado a presenca de infeccao pulmonar

em criangcas com anemia falciforme.

Palavras-Chaves: CCL5, CCL11, Complicagbes Pulmonares e Anemia Falciforme



ABSTRACT

Sickle Cell Anemia (SCA) is the most common inherited genetic disorder in Brazil

and in the world. It is an autosomal recessive condition and is caused by a single point
mutation in the gene encoding the B-globin chain of hemoglobin. The mutation
(GAG—GTG) causes the substitution of a valine residue for glutamic acid at position 6 in
the B-globin chain, resulting in a hemoglobin called hemoglobin S. One of the striking
features of SCA is the clinical variability observed in these patients, which contributes to
the complexity in understanding its pathophysiology. The lungs are one of the most
affected organs and the consequences of SCA result in significant morbidity and mortality
rates in pediatric patients. Pulmonary complications are multifactorial and influenced by
genetic polymorphisms. Eotaxin 1 and RANTES are members of the CC chemokine
family (cysteine residue) involved in the recruitment of eosinophils from blood vessels to
the lungs, and have a crucial role in inflammatory diseases of the respiratory tract. Initially
described as chemotactic cytokines, it is currently known that these molecules have
multiple roles in the inflammatory process, including leukocyte traffic regulation,
immunomodulation of leukocyte activation, fibrosis, angiogenesis, hematopoiesis, and
the establishment and maintenance of hyperresponsiveness. CCL11(Eotaxin-1) and

CCL5(RANTES) gene polymorphisms have often been associated with
respiratorycomplications. In this study, we have retrospectively investigated the
correlation between these genetic polymorphisms and clinical manifestations (asthma,
acute chest syndrome, and pulmonary infection) in a group of 160 pediatric patients with
SCA from the HEMOPE Foundation in Pernambuco, Brazil. The polymorphisms, namely
rs16969415 (-426C> T), rs17809012 (-384A> G), rs1129844 and (67G> A) of CCL11
gene and SNPs rs2280788 (-28C> G), rs2107538 (-403G> A) and rs2280789 (IN1.1C>
T) of CCL5 gene were analyzed by PCR-RFLP. In our study, children with sickle cell
anemia carrying the IN1.1C>T RANTES variant were more likely to have had pulmonary

infections.

Keywords: CCL5, CLL11, Pulmonary Complications and Sickle Cell Anaemia.
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1) INTRODUCAO

1.1Doenca Falciforme

A doenca falciforme pertence a um grupo de hemoglobinopatias em que a
associacao da hemoglobina S (HbS) com outra alteracdo de hemoglobina (Hb), estrutural
ou talassémica, leva a um quadro clinico similar ao da anemia falciforme (AF) (homozigose
do gene da HbS -SS). As doencas falciformes compreendem varios diferentes gendétipos,
entre os principais podemos citar: a anemia falciforme (SS), doengca da HbSC

(heterozigoto composto para os genes da HbS e HbC) e a S -Btalassemia (heterozigose

]
composta para o gene da HbS e talassemia B) . As hemoglobinopatias constituem as

2
doencas genéticas mais prevalentes no Brasil € no mundo .

Uma das caracteristicas marcantes das DF é a variabilidade de suas manifestacdes

clinicas, e as razbes para essa heterogeneidade ainda ndo sao completamente

3
entendidas , variando de formas quase assintomaticas até clinicamente graves,

4,5
responsaveis por alta mortalidade na infancia . Varios fatores genéticos tém grande

importancia na modulag&o do quadro clinico das DF. Entre os mais conhecidos estédo as

variagdes nos niveis da Hb Fetal (HbF), o tipo de haplétipo ligado ao cluster da globina 3 e

3,5
a presenca de talassemia-a . Os niveis de HbF sdo inversamente proporcionais a

1
gravidade da doenga .

1.2 Anemia Falciforme

A anemia falciforme € uma doenca genética decorrente a uma mutacao de ponto
que resulta na substituicdo de um Unico aminoacido na subunidade beta da hemoglobina,
a principal molécula transportadora de oxigénio dos glébulos vermelhos. Essa substituicao
ocorre no codon 6 do gene da globina beta, onde uma adenina (A) é substituida por uma
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timina (T), levando consequentemente a substituicdo do aminoacido acido glutamico pela
valina, com consequente producado de uma hemoglobina anémala — a hemoglobina S (Hb
S), uma variavel estrutural que é muito menos soluvel que a hemoglobina normal quando
desoxigenada &7,

O evento fundamental na patogenia da anemia falciforme é a polimerizagdo da HbS.
A polimerizagao da desoxi-HbS (Unica forma passivel de se polimerizar) depende de alguns

fatores, tais como: concentracdo de oxigénio, pH, concentracdo de HbS,

8,9 < . : :
temperatura, pressao, forgca idnica e presenca de hemoglobinas normais . As

consequéncias da polimerizagdo sédo: deformagéao, enrijecimento e perda da flexibilidade

das células vermelhas, o que resulta em anemia hemolitica, eventos vaso -oclusivos e

10,1112 . o . _
asplenia funcional, causando um aumento na susceptibilidade a infecgdes

Além disso, a membrana dos eritrocitos que contém HbS é constantemente exposta
a danos mecanicos que causam a sua ruptura e originam um estado de anemia hemolitica
intravascular crénica. Este processo hemolitico causa a liberagdo da Hb livre e arginase no
plasma, diminuindo a disponibilidade de 6éxido nitrico (NO) endotelial no plasma,
produzindo um estado de disfuncdo endotelial, proliferacdo vascular, estresse oxidativo e

inflamatoério. Esses mecanismos geram uma vasculopatia proliferativa que pode afetar as

4
circulagdes cerebral, renal e pulmonar .

Estima-se que em todo o mundo aproximadamente 250.000 criangas nascem com anemia
falciforme todo ano e, segundo a Organizacao Mundial da Saude, 2.500 criangas nascem no

Brasil com a doenca. Complicagbes pulmonares sa&o responsaveis por uma parcela

13, 14, 15, 16
. De acordo com o

significativa dos o6bitos associados a anemia falciforme
Cooperative Study of Sickle Cell Disease, em um estudo multicéntrico e prospectivo de
3.764 pacientes, mais de 20% dos adultos sofreram de complicacées pulmonares. A vaso-

oclusdo é a complicagdo aguda mais comum em criangas, que conduz ao potencial quadro
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de dor ocasionado pelo mecanismo de falcizagdo desses eritrécitos e uma complexa

interacdo de diferentes tipos celulares como reticulécitos, células endoteliais

8,17,18 (

anormalmente ativadas, leucocitos, plaquetas e fatores do plasma Figura 1).
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Figura 1. Vaso-oclusao na anemia falciforme. Participam dos eventos vaso-

oclusivosuma complexa interacdo de diferentes tipos celulares como: células falcizadas

densas e desidratadas, reticuldcitos, células endoteliais anormalmente ativadas,

leucdcitos, plaguetas e fatores do plasma. Os leucdcitos, principalmente os neutrofilos,

tendem a se aderir ao endotélio e os eritrécitos falciformes a eles, devido a presenca de

citocinas inflamatérias como: TNF-q, IL-1, GM-CSF e endotelina-1, que contribuem para a

. ~ . o ~ 19
ativacao do endotélio e possibilitam a oclusao vascular
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1.3 Os Haplétipos do Gene da Globina Beta

Com excecao aos gémeos idénticos, sabe-se que a sequéncia de nucleotideos no
DNA humano € geneticamente diferente entre individuos e que algumas dessas
diferencas apresentam alteragées genéticas patoldgicas®.

O locus da globina beta (B), um dos mais amplamente estudados dentre todos os
locus humanos, esta situado em uma regiao que tem sofrido uma série de transformacdes
ao longo do tempo. Este locus apresenta mais de 20 sitios de base Unica de restricao
Fragment Length Polymorphism (RFLP), localizado ao longo de 80kb no cromossomo 11
20,21

Polimorfismos génicos representam a classe de variabilidade genética mais
frequente na estrutura do gene das globinas a ou [. Estas alteracbes ocorrem
aproximadamente a cada cem bases ao longo do genoma. O perfil de combinacao dos
sitios polimérficos para qualquer cromossomo é denominado de haplétipo®.

Dentre os moduladores fenotipicos da anemia falciforme estdo os haplétipos do
gene da globina-p. Utilizando-se uma série de enzimas de restricdo, que identificam
alteracOes especificas a sequéncia de um gene, € possivel verificar as regides adjacentes
ao locus B. Haplotipos especificos sdo encontrados no cromossomo portador do alelo RS
20,23,24.

A elucidacdo dos haplétipos do gene B° apresentou-se como crucial elemento de
estudo antropoldgico para levantamento das composi¢cées populacionais, assim como
ferramenta de avaliacdo clinica, que pode fornecer dados preditivos acerca da evolugao da

doenca e de seu nivel de gravidade .
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S

Em pelo menos cinco diferentes regidbes a mesma mutacdo B  ocorreu
_ 26
independentemente

Os haplétipos foram nomeados de acordo com a localizagdo geografica em que
predominam a mutacao no gene da globina-B. Eles sdo classificados em cinco diferentes
tipos: 1) o haplétipo Benin tem sido associado & Africa Ocidental; 2) o Bantu ou Republica
Africana (CAR) a Africa Oriental Centro - Sul; 3) o Senegal & Africa Atlantico Ocidental, 4)

o India-Arabia Saudita (Saudi) a india e Peninsula Arabica Oriental 5) e um menos

frequente, o Camardes (Cam), que é restrito na Africa ao grupo étnico Eton na Costa

_ . 23,27,28,29,30
Ocidental Africana )

Os diferentes haplétipos da anemia falciforme também estdo associados a um
quadro clinico e niveis de HbF variados, sendo que o haplétipo Senegal esta associado a
niveis elevados de HbF (>15%) e curso clinico menos grave da doenca; o Benin a niveis
medianos de HbF (5 a 15%) e curso clinico intermediario e o CAR a niveis diminuidos de

HbF (< 5%) e quadro clinico mais grave. Os portadores do haplétipo Saudi apresentam

o o . 23,25,31
niveis elevados de HbF e curso clinico heterogéneo

In vitro, os diferentes haplétipos sdo comumente detectados por um grupo
deendonucleases de restricdo (enzimas que reconhecem uma sequéncia especifica no

DNA), correspondentes a regido que constitui o conjunto de genes da globina-B. A maioria
S
dos cromossomos com o0 gene B , apresenta um dos cinco haplétipos acima descritos,

entretanto, existe uma minoria de cromossomos (aproximadamente 5%), associado com

haplétipos menos comuns, designados como haplétipos atipicos. A maioria dos haplétipos
atipicos é decorrente de cruzamentos simples ou duplo entre dois hapldtipos B~ tipicos ou

. . - S, . . A3
muito mais frequentemente, entre um haplétipo  tipico e um haplétipo B .
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1.4 Complicacdes Pulmonares na Anemia Falciforme

As complica¢6es pulmonares sao as principais causas de morbidade e mortalidade
na anemia falciforme e incluem sindrome toracica aguda (STA), infeccdes e hipertensao
pulmonar. Sindrome toracica aguda e hipertensao pulmonar sao complicagdes pulmonares

de crucial importancia, uma vez que estdo associadas as maiores taxas de mortalidade

33
nessa populagéo .

As alteracdes pulmonares podem ser induzidas pelos fenémenos vaso-oclusivos e
infecgcdes. Criancas e adolescentes portadores de anemia falciforme frequentemente

apresentam complicacoes respiratorias de via aérea superior e inferior, que podem

o _ 34,35 oo
propiciar reducéo da oferta de oxigénio

Alguns trabalhos tém sugerido que a asma estéa associada com STA e crises de dor
em pacientes com anemia falciforme, principalmente criangcas. As criangas com anemia

falciforme diagnosticadas com asma tém o primeiro episddio de STA mais cedo, requerem

mais transfusdes e os episédios de dor sdo mais freqlientes nesses pacientes

1.4.1 Sindrome Toracica Aguda

A Sindrome Toracica Aguda (STA) é responsavel por grande parte da morbidade da
doenca falciforme, considerada a segunda causa mais comum de hospitalizacdo e € a

principal causa de morte nesses individuos. E caracterizada por febre, sintomas

14,38 . . i .
respiratérios, infiltrado pulmonar, hipdxia, dispneia e queda do nivel de hemoglobina

(Figura 2).
Os médicos pioneiros ao uso do termo "sindrome toracica aguda" para esta

complicagdo, reconheceram as dificuldades em determinar sua patogénese®. A doenca
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clinica e os achados radiolégicos se assemelham a pneumonia bacteriana. Além da febre,
ha presenca de leucocitose, dor toracica pleuritica, derrame pleural e tosse, sintomas que
podem persistir de dez a doze dias *°. A STA é um espectro de manifestacdes clinicas que
variam dos niveis moderados aos muito graves®'.

A etiologia é multifatorial, sendo consideradas causas infecciosas e nao infecciosas.
Nas causas infecciosas, destacam-se bactérias, microrganismos atipicos e virus. Além
disso, trés principais causas da sindrome toracica aguda tém sido propostas: infeccao

pulmonar, embolizacdo de gordura da medula éssea e sequestro pulmonar intravascular

de hemacias falcizadas, resultando em lesao pulmonar e infarto*? (Figura 2).

Eventos recorrentes de STA podem culminar a doencga pulmonar crénica, assim
como a hipertenséo pulmonar. Os fatores de risco incluem o genétipo homozigoto (Hb SS),

concentragdes diminuidas de Hb F e niveis basais altos de hemoglobina e leucocitos

40,43.
A incidéncia de STA esta diretamente ligada a idade e ao gendétipo, sem diferenca

entre os sexos. Ela é cerca de trés vezes mais comum em criangas quando comparada
aos adultos, entretanto, a gravidade clinica € mais severa em adultos43’44.

A STA esta intimamente associada com crises dolorosas agudas, especialmente
em adultos. Aproximadamente 50% dos episodios de STA ocorrerem apos a admissao
hospitalar decorrente as crises dolorosas*®*°.

Embora geralmente auto-limitada, alguns episoédios podem progredir rapidamente
para insuficiéncia respiratdria aguda levando a 6bito ou a morbidade substancial. Como ja
descrito, a STA é a segunda causa mais comum de internacdo hospitalar ap6s a crise
vaso-oclusiva. Antes do reconhecimento da hipertensao pulmonar, a STA foi considerada

a principal causa de morte prematura, representada por 25% de mortalidade nesses

pacientes 40,46,47,48,49
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O Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme (Cooperative Study of Sickle Cell
Disease-CSSC) é um programa de colaboracdo multicéntrico e iniciou-se em 1979 nos
Estados Unidos. Apresenta como objetivo, a analise de pacientes portadores de doenca
falciforme para melhor compreensao da histéria natural da doenca e suas complicagdes™.
E um estudo prospectivo da evolugao clinica dos portadores de doenca falciforme®’.

No Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme nos Estados Unidos, realizado com
3.751 individuos portadores de anemia falciforme com mais de 2 anos de idade, foi
relatado uma incidéncia de 29% de STA, o que representa 12,8 episédios a cada 100

pacientes para a doenca HbSS. A taxa de mortalidade em pacientes com anemia

falciforme foi de 1,1% em criancas e de 4,3% em adultos**.



Hipoventilacio &
Atelectasias:

Sindrome Toracica Aguda

Figura 2. Ciclo da Sindrome Toracica Aguda. A sindrome toracica aguda é uma lesao
pulmonar iniciada por trés fatores desencadeantes: infeccdo pulmonar, embolizacdo de
gordura da medula éssea e sequestro intrapulmonar de células vermelhas, que causam
lesdo pulmonar e infarto. A injaria pulmonar resulta em defeito na ventilacdo-perfusdo
pulmonar e hipoxemia, induzindo o aumento da desoxigenagdo da hemoglobina S,
seguido da polimerizagdo da hemoglobina e vaso-oclusdo, que por sua vez promovem

infarto da medula 6ssea e a vaso-oclusao pulmonar *.

27
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1.4.2 HIPERTENSAO PULMONAR

Dentre as complicagbes cardiopulmonares crénicas, a hipertensdo pulmonar
representa um dos maiores riscos ao bem-estar e a longevidade de pacientes com anemia
falciforme. Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertensdao pulmonar na
doenca falciforme incluem hemdlise, causando disfuncédo endotelial e estresse oxidativo/
inflamatério, hipoxia cronica, tromboembolismo cronico, doenca hepatica cronica,
sobrecarga de ferro e asplenia. A hemdlise resulta na liberagdo de hemoglobina no
plasma, esta reage e consome éxido nitrico (NO) causando um estado de resisténcia aos
efeitos vasodilatadores dependentes de NO. Além disso, a hemdlise também causa a
liberacédo de arginase no plasma, o que diminui a concentragdo de arginina, substrato para
a sintese de NO. Outros efeitos associados a hemdlise que podem contribuir para a
patogénese da hipertensdao pulmonar incluem: aumento da expressdao celular de

endotelina, formacao de radicais livres, ativacdo plaqueta ria e aumento da expressdao de
i ] _ . 52
moléculas mediadoras de adeséo endotelial

Um importante fator de risco para a hipertensao pulmonar na doenca falciforme é a

gravidade da anemia hemolitica, que pode ser determinada através dos niveis de

. . - . Lo .. . 52,53,54,55,56
hemoglobina e de lactato desidrogenase, bilirrubina indireta, e reticulocitos :

Uma associacdo entre a desenvolvimento de hipertensdo pulmonar e a intensidade da

anemia hemolitica foi observada em trés estudos prospectivos de triagem em adultos com
57,58,59

3 ’

. 5 , .
doenca falciforme e em um crescente numero de estudos em criangas
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1.4.3 Infeccao Pulmonar

A causa mais comum da sindrome toracica aguda em portadores de anemia
falciforme é a infeccéo por patégeno pulmonar adquirido na comunidade, o que estimula

uma resposta inflamatéria excessiva, o oposto do que deveria resultar em uma infecgao

. 42
respiratoria leve .

Decorrente a asplenia funcional em resposta a repetidos episédios de crises
esplénicas, os portadores de anemia falciforme encontram-se com maior suscetibilidade a
infec¢des. Durante a infancia, a infecgéo € a principal causa responsavel pela morbidade e

mortalidade na anemia falciforme e representa a principal causa de hospitalizacao durante
i _ 60
esse periodo de vida .

Criancas com anemia falciforme apresentam um risco 400 vezes maior para

desencadear septicemia pneumocdcica fulminante quando comparada a criancas

61
saudaveis ou pacientes com outras anemias hemoliticas .

O Grupo de Estudo Nacional de Sindrome Toracica Aguda analisou 671 episodios
da STA em 538 pacientes com doenca falciforme para determinar a causa, resultados e
resposta para terapia respiratoria. Expectoracdo das vias aéreas e espécimes de lavado
broncoalveolar foram analisados para diagnosticar infecgbes virais e bacterianas. Um
agente infeccioso foi identificado em 54% dos pacientes que foram hospitalizados. As
bactérias e os virus atipicos foram os patégenos mais predominantes nesse estudo. As

bactérias encapsuladas adquiridas na comunidade foram isoladas em menos de 10% dos

~ - . o 40
casos, embora a funcdo normal fagocitica do baco seja bastante rara nesses individuos
Estudos tém demonstrado que camundongos transgénicos para o gene da

hemoglobina S humana séo suscetiveis ao processo de inflamac¢ao quando comparados a
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camundongos selvagens. Desencadeadores inflamatorios, tais como, lipopolissacarideo e
exposicdo episddica a hipoxia ambiental, desenvolveram lesdo no pulmdo dos

camundongos transgénicos, resposta diferente dos camundongos do tipo  selvagem que

62,63
n&o sofreram nenhum tipo de les&o pulmonar

1.4.4 Asma

A asma € uma doenga inflamatéria cronica das vias aéreas e células como
mastdcitos, eosindfilos, linfocitos T, macréfagos, neutréfilos, células epiteliais e elementos
celulares desempenham um papel importante nesse processo. Em individuos suscetiveis,

esta inflamacao causa episédios recorrentes de chiado e aperto no peito, falta de ar e

64
tosse, particularmente a noite ou no inicio da manha

A asma € uma doencga frequente, principalmente em criangas. A reacao inflamatdria
crdnica observada na asma é mediada por quimiocinas (proteinas com importancia crucial

65
no processo inflamatério e caracterizada pela obstrucdo variavel ao fluxo aéreo e

66
hiperresponsividade bronquica . A manifestacao clinica de etiologia pouco conhecida €

desencadeada por alguns fatores, como os episddios recorrentes de obstrucao das vias
aéreas, 0s quais que regridem de forma espontanea ou como resultado de tratamento;

como reposta broncoconstritora exacerbada a estimulos, conhecida como
. . . ~ . . 67
hiperresponsividade e inflamacgao das vias aéreas
Asma e doenca falciforme sdo doencgas crénicas comuns que podem existir como
0 ~ . 68 . yd . 7 . . . Ve
condicdao de co-morbidade . O diagnéstico médico da asma em individuos com doenca

falciforme é associado ao aumento de morbidade e mortalidade: criancas asmaticas

quando admitidas em hospitais, em decorréncia de episoddios de dor, apresentam fator de

36
risco aumentado para desenvolverem sindrome toracica aguda . A asma na doenca
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falciforme é associada com sindrome toracica aguda, acidente vascular cerebral e

37
mortalidade precoce .

Durante as crises de asma, a ocorréncia de broncoconstricdo e como consequéncia
o descompasso da perfusdo e ventilacdo pulmonar, propiciam um microambiente de
hipbxia e acidose, evento que induz uma mudanga na dissociagcdo do oxigénio,

promovendo assim aumento da falcizagdo, que pode levar a sindrome toracica aguda,
L - .. 69
uma das complicagées dos anémicos falcémicos .

Como na anemia falciforme, os mecanismos que contribuem para a asma sao
complexos, multifatoriais e influenciados por polimorfismos genéticos, assim como fatores
desencadeantes infecciosos e ambientais. Uma vez estabelecida a associacdo da asma
com inflamacéo, estresse oxidativo e hipoxemia, sabe-se que esses fatores contribuem
para a vasculopatia na doenca falciforme e as consequéncias conhecidas desses fatores

em eritrécitos falcizados provavelmente contribuem para um ciclo vicioso de falcizagéo e

. ~ . 37
subsequente complicacao da doenca falciforme

1.5 Quimiocinas

Quimiocinas e citocinas sao proteinas solluveis com similaridade estrutural (sdo tri -

70,71
dimensionais) e funcdes sobrepostas . As quimiocinas compdem uma grande familia

de pequenos peptideos homdlogos de 8 a 15 kDa, que tipicamente promovem a
quimiotaxia de leucécitos. As quimiocinas sao subdivididas em quatro familias de acordo
com a posicao de seus residuos de cisteina, essas familias sdo: CC, CXC, CX3C e XC,
onde a letra C descreve o aminoacido cisteina e a letra X corresponde a outros diversos

tipos de aminoéacidos. Na familia CXC um aminoacido separa as primeiras duas cisteinas,
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enquanto que na familia CC os primeiros dois residuos de cisteina sdo adjacentes um ao
outro. Cada familia possui seu préprio receptor e tem fungdes diferenciadas uma da outra.

As quimiocinas CXC sao quimiotaticas para neutréfilos, enquanto que a CC n&o atuam
. ~ . . 7 . 7 . . 7 0 72
neste grupo celular, mas sim, sdo quimioatraentes para mondcitos, basofilos e linfocitos

As familias de quimiocinas CC e CXC sao os grupos mais descritos na literatura quando

71
comparados com os grupos XC e CX3C

As quimiocinas ligam-se aos seus receptores por afinidade em concentragcbes
nanomolares e sdo capazes de se ligarem com mais de um receptor, como ocorre com a

CCL5 que se liga ao receptor CCR1, CCR3 e CCRS. O receptor CCR3 ainda apresenta
73
afinidade de ligagcdo com CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL24 e CCL26 .

Esses marcadores sédo secretados durante a resposta inflamatéria pela intervencao
do sistema imunoldgico. As citocinas regulam a producdo de outros mediadores
inflamatérios, considerando que, as quimiocinas secretadas atuam como moléculas
regulatérias que atraem os leucécitos ao foco inflamatério e desempenham um papel
crucial juntamente com seus receptores, induzindo a migracédo dos eosindfilos e linfécitos’®
dos vasos sanguineos ao espaco broncoalveolar em individuos com asma
Em multiplos modelos de extravasamento de leucdcitos, foi evidenciado que as quimiocinas

sdo importantes ndo somente na ativacao de integrinas (moléculas de adesdo), mas
também no direcionamento dos leucocitos para o interior dos diferentes™
compartimentos teciduais .

A eotaxina humana (também nomeada CCL11) é uma quimiocina que corresponde a

familia CC com 8.4 kDa, e apresenta-se em trés isoformas: eotaxina-1, eotaxina-2 e

. 75 76,77,78 _ o A
eotaxina-3 , questionam em relacdo as diferencas entre as trés formas da

eotaxina, uma vez que estas apresentam caracteristicas funcionalmente analogas.

Entretanto, h& estudos que pré-supde que essas trés formas podem ser diferencialmente

79
expressas em distintos tecidos . Em ensaio experimental, foi demonstrada a clara
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evidéncia de que os niveis de mMRNA de eotaxina -1 e eotaxina-2 podem ser co-expressos

80
em pulmdes de individuos asmaticos

A RANTES (Regulated upon Activation, normal T cell-Expressed and Secreted —

também conhecida como CCL5) pertence a uma grande familia de citocinas  pro-

) . 81,82,83,84 i ) )
inflamatérias . E a proteina mais extensivamente estudada dentre as

quimiocinas CC. Apresenta funcdo quimiotatica também para eosindfilos, basofilos,
linfécitos e mondcitos. A RANTES é expressa em linfécitos T ativados, células epiteliais de

vias aéreas, plaquetas, fibroblastos e células do epitélio renal e mesenquimal durante a

atividade da inflamagéao intersticial66. A RANTES ¢ liberada de plaquetas estimuladas com

. . . ~ . . e 85
trombina e induz a liberacao de histamina dos baséfilos
Durante o processo inflamatorio nas vias aéreas, ha uma predominancia de citocinas

Th2, incluindo as interleucinas (IL) 4,5 e 13 (IL 4,5,e 13) e aumento da regulacdo das

73,86
quimiocinas RANTES, eotaxinas e proteinas quimioatraentes para mondcitos . Estas

citocinas e quimiocinas causam influxo dos eosinoéfilos nas vias aéreas, que por sua vez

liberam mediadores inflamatérios, tais como leucotrienos (potentes broncoconstritores) e

87,88
proteinas dos granulos dos eosinéfilos os quais causam inflamacao das vias aéreas

1.6 Atividade funcional da Eotaxina e RANTES nas complicacées respiratorias

As citocinas como Eotaxina, RANTES, a quimiocina IL-8, dentre outras, atuam na

resposta inflamatoria das complicagdes respiratérias, como na asma intensificando e

67
amplificando o fenémeno inflamatdério no interior das vias aéreas

7

A eotaxina € responsavel pelo recrutamento e ativacdo principalmente dos

eosinofilos, nas desordens alérgicas, como ocorrem nas desordens respiratorias. Mas
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pode também atuar na migragdo de basdfilos e linfécitos Th2 para o local da inflamacao

65,79,89 )
. Em estudos de lavado de fluido broncoalveolar foram detectados niveis

90
aumentados de eotaxina plasmatica, apods inalagéo de alérgeno em portadores de asma

Adicionalmente, individuos com sintomas de asma aguda e obstrugdo das vias aéreas,
apresentaram niveis plasmaticos de eotaxina mais elevados, comparando-se com aqueles
portadores de asma estavel. Sendo assim, niveis aumentados de eotaxina plasmatica, tem
sido correlacionado com a severidade da asma mesmo na administracdo de tratamentos
esterdides o ’92.

Assim como a eotaxina, a RANTES, (como ja descrito anteriormente) também

recruta eosindfilos e células T no interior das vias aéreas durante o processo
. 7 . 66 Ve . . . Ve .
inflamatério . Sabe-se que a RANTES é um importante mediador inflamatério por ser
uma proteina quimioatrente para eosinéfilos, mondcitos e células T (células de “memdria”

93,94
CD45R0O/CD4+)

1.7 Genética das Quimiocinas: Eotaxina e RANTES

1.7.1 Eotaxina

O gene da Eotaxina humana estd situado no cromossomo 17g21.1-g21.2 e

95
apresenta trés éxons . Tém sido observados polimorfismos na regido promotora desse

gene onde ocorre a substituicao de um unico nucleotideo C 2T na posicao -426(-426
C->T) e outra substituicdo de A>G na posi¢cdo -384 (-384 A->G). J& na regido de
codificagdo (éxon 1) a substituicdo ocorre entre G>A na posicao 67 (67 G->A),
promovendo assim uma mudanga de aminodacido nao -conservativo da Alanina na posigao

)97

23 para Treonina ( Ala 23 Thr)  (Figura 3).
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STAT6 NF-kB

NF-kB binding site
pEotx. 1363 GGCTTCCCTGGAATCTCCCACA

ild t
(wild type) STATS binding
site

Figura 3. Localizacao dos polimorfismos de nucleotideo Unico no gene da eotaxina:

97
-426 C>T,-384 A>Ge 67 G>A .

z

E esperado que as variagdes na sequéncia da regido promotora e na regiao de
codificagdo no gene da Eotaxina-1 alterem os niveis na produ¢cdo do mRNA, nos niveis
proteicos ou na funcéo da proteina que podem ser implicados na expressao dos fenotipos

intermediarios da asma. A expressdo génica da eotaxina humana esta aumentada no

98
lavado broncoalveolar de biépsia de vias aéreas de pacientes asmaticos .

Trabalhos tém demonstrado a associacdo desses polimorfismos com a
predisposicao a asma. Além disso, SNPs na regido promotora como o polimorfismo da

eotaxina -384 A->G apresentaram-se significativamente associados a niveis plasmaticos

98
aumentados de eotaxina-1 em individuos asmaticos .

Até o momento, ndo ha estudos que avaliaram os polimorfismos nos genes da
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eotaxina -384 A->G, -426 C>T e 67 G>A em portadores de anemia falciforme associados

a complicagdes respiratoérias.
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1.7.2 RANTES

A extensao do gene RANTES é de aproximadamente 7.1 kb; e este é composto por
trés éxons, de 133, 112 e 1075 pares de bases. No gene RANTES ha dois introns, de

aproximadamente 1.4 e 4.4 kb, com limite de posi¢ao entre éxon e intron conservada, em

relacdo a outros membros da familia da quimiocina CC 8':8283:84,

Trés polimorfismos no gene RANTES foram identificados, localizados no
cromossomo 17, dos quais dois estao presentes na regiao promotora na posi¢ao -403 (-
403 GA) e -28 (-28 C>G) #'% Na regido de intron foi identificado o polimorfismo no
gene RANTES 1.1 (In1.1 T >C)""" (Figura 4).

Estudos demonstraram a associagdo do alelo -403A RANTES a maior

suscetibilidade para desenvolver asma'®

. Outra investigacao evidenciou que o alelo -28G
RANTES esta associado com a gravidade da asma em criancas chinesas'®. Ainda, o
polimorfismo do gene RANTES -403G/A é transmitido com asma atépica e alérgica,
embora, esses dados sugestivos parece relacionarem-se mais com atopia do que com que
asma e hiperresponsividade bronquica®. Sabe-se que, o alelo -28G (RANTES -28C->G)
eleva a atividade da regido promotora com consequente aumento da expressao da
proteina RANTES '%°. Além disso, células mononucleares de individuos que apresentavam

o alelo -28G produziram niveis da quimiocina RANTES significativamente maiores do que

as células de individuos que nao apresentavam esse alelo '%*.
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Foi descrito uma possivel associacao do polimorfismo RANTES In1.1(In1.1 T->C)
com processos infecciosos em pacientes com anemia falciforme. Os dados demonstraram

que a presenca do polimorfismo RANTES In1.1(In1.1 T->C) em portadores de anemia

105
falciforme promovem um efeito protetor contra infecgbes bacterianas recorrentes

" 8.5 Kb
v
-109 -105 I.5SKb Inl.2 6.0 Kb
= ok ‘ll—\lll % v lla‘ { B &
-403 -28 Inl.1 //_,_ 3°222
RA .\'TES\ \ //f’_;;;:gupg_ﬁgg uency
haplotype -403 -28 Inl.1 3°-222 European Americans African Americ:

Figura 4. Localizacao dos polimorfismos no gene do RANTES101.
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2) OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes CCL5 (RANTES) e
CCL11 (Eotaxina-1) e investigar associacdo as complicagdes pulmonares:
asma, sindrome toracica aguda e infec¢dao pulmonar em criangas portadoras de

anemiafalciforme.

2.2 Objetivos Especificos

Em criangas portadoras de anemia falciforme e individuos controles

saudaveis:

- Investigar a frequéncia dos polimorfismos na regiao promotora

(-28C>@G) rs2280788, (-403G—>A) rs2107538 e na regiao intrénica (In1.1C->T)
rs2280789 do gene CCL5 (RANTES);

- Investigar a frequéncia dos polimorfismos na regidao promotora (-384->C)
rs17809012, - (426C->T) rs16969415 e na regido do éxonl (67 G->A)
rs1129844 do gene CCL11 (Eotaxina-1);

- Avaliar uma possivel associacdo desses polimorfismos com as complicagdes
pulmonares como asma, sindrome toracica e infeccao pulmonar em criancas
portadoras de anemia falciforme.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes

Para o estudo foram selecionados 160 pacientes com Anemia Falciforme (HbSS)
com idades entre 07 meses-10 anos, diagnosticados através do Programa de Triagem
Neonatal do servico de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Pernambuco
(HEMOPE).

A investigacao laboratorial foi realizada através de eletroforese de hemoglobina
e cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As
mutagdes no gene da globina B foram identificadas por sequenciamento, utilizando primers
especificos que flanqueiam o gene. O sequenciamento de DNA foi realizado em
sequenciador automdico através de eletroforese capilar (Applied Biosystems 3500

GeneticAnalyzer).

3.2 Controles

O grupo controle foi composto por doadores de sangue provenientes do Estado de
Pernambuco. Os 100 doadores de sangue do servico de Hematologia e Hemoterapia do
Estado de Pernambuco (HEMOPE), apresentaram idades entre 18-50 anos. As amostras
foram submetidas a cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC) para confirmacao da

normalidade do padrao eletroforético HbAA.

3.3 Coleta de Sanque Periférico

Mediante a colaboragcdo cientifica existente entre a Fundagdo HEMOPE e o

Hemocentro da UNICAMP, os pacientes foram convocados através de telefone ou
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telegrama, por intermédio de profissionais responsaveis atuantes na Fundacdo HEMOPE,
para a coleta de sangue. A coleta do grupo controle foi realizada durante a doagao de
sangue e com o consentimento do doador. Para a analise molecular foram coletados de
cada paciente e de cada individuo controle 5 ml de sangue periférico em tubo estéril tipo

Vacutainner contendo etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante.

3.4 Envio das Amostras

ApoOs a coleta, as amostras foram condicionadas em caixas de isopor contendo gelo
seco e imediatamente enviadas via correio sob responsabilidade de profissionais da
Fundacao HEMOPE para o Laboratério de Hemoglobina e Genoma do Hemocentro da
UNICAMP, para a realizagdo dos experimentos. A data do recebimento das amostras foi

de um dia ap6s a data da coleta.

3.5 Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente estudo foi realizado apés aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e da Fundacao de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), sob o registro n® 921/2011 e desenvolvido
baseando-se nos principios éticos estabelecidos na resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

Os pais ou os responsaveis legais pelos pacientes e os individuos saudaveis que,
apos informacao, estiveram de acordo em participar da pesquisa, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.6 Desenho do Estudo

Estudo analitico do tipo caso-controle foi realizado no periodo de agosto/2011 a
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Julho/2013.

3.7 Analise Estatistica

- A comparacdao entre as frequéncias alélicas dos SNPs no gene CCL11
(rs17809012) e no gene CCL5 (rs2107538) nos pacientes versus controle, foi estabelecida

através do Teste Chi-Quadrado;

- O Desequilibrio de Ligacado dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415)
e no gene CCL5 (rs2107538; rs2280789), foi analisado através do software HaploView

versao 4.1;

- Através do software HaploView, foi realizada a inferéncia da frequéncia dos

haplotipos e suas associagdes a complicagdes pulmonares;

- A analise de associacao dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415) e
no gene CCL5 (rs2107538; rs2280789) a complicagcdes pulmonares, foram realizadas

através do Teste Exato de Fisher;

- Como teste de correcao por teste multiplo, foi aplicado o teste de Bonferroni.

3.8 SNPs selecionados para o Gene CCL11

Foram selecionados trés polimorfismos para o gene CCL11 (Eotaxina -1): rs

rs17809012, rs16969415 e rs1129844.

O SNP rs17809012 localizado na regido promotora na posicao -384 é proveniente
de uma substituicdo de transigéo entre as bases puricas A>G. Ainda na regido promotora
na posicao -426, situa-se 0 SNP rs16969415, onde uma substituicdo de transicdo também
ocorre entre as bases pirimidicas C>T. Na regido do éxon 1 localiza-se 0 SNP rs1129844
na posicao 67, ocasionado por uma mutacdo de transicdo que acontece entre as bases
puricas G>A promovendo assim, como ja descrito anteriormente, uma mudanca de

amino4cido nao-conservativo da Alanina na posi¢cdo 23 para Treonina ( Ala 23 Thr).
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3.9 SNPs selecionados para o Gene CCL5

Para o gene CCL5 (RANTES), foram escolhidos trés SNPs: rs2280788, rs2107538
e rs2280789.

O SNP rs2280788 encontrado na regidao promotora na posi¢ao -28 é resultante de
uma substituicdo por transversao entre a base pirimidica C e a base purica G. Outro
polimorfismo também pertencente a regiao promotora é o SNP rs2107538, ocasionado por
uma substituicdo de transicéo entre as bases puricas G>A. Na regido de intron na posicao

esta o SNP rs2280789, também decorrente a uma substituicdo de transicao entre as
bases pirimidicas C>T.

Os seis SNPs escolhidos para o estudo foram fundamentados em trabalhos ja
descritos na literatura, associados a complicagcbes pulmonares (conforme previamente
citado) que ocorrem na anemia falciforme, como a asma.

As sequéncias dos SNPs selecionados encontram-se disponiveis no banco de

dados de SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

3.10 Desenho dos primers para amplificacao dos genes CCL11
(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES) através da técnica de PCR

As sequéncias dos genes CCL11 e CCL5 presentes no banco de dados NCBI

(disponiveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22538399?report=fasta e

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/225388137report=fasta,  respectivamente), foram

utilizadas para o desenho dos primers (iniciadores) para a técnica de PCR, com o objetivo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22538399?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22538813?report=fasta
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de amplificar as regides polimoérficas dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415;
rs1129844) e no gene CCL5 (rs2280788; rs2107538;rs2280789).

Os primers foram desenhados através do software Gene Runner (encontrado em

http://www.generunner.net/), o qual também foi utilizado para verificar a inexisténcia de

dimeros formados pelos pares de primers e para averiguar possivel anelamento dentro do

mesmo iniciador.

Alguns cuidados foram atribuidos, como a porcentagem das bases entre 20-80% e
temperatura de anelamento (Tm) dos pares de primers préximas, obtendo-se assim, uma

sequéncia de boa qualidade sem perda de informacdo necessaria. Foram gerados seis

pares de primers (Tabela 1).


http://www.generunner.net/)

Tabela 1. Primers que foram utilizados para amplificacao dos genes CCL11

(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES)

Gene SNP Sequéncia Direcao Tamanho
N do
5 3
Amplicon

GGTTTCCTTGCTCCTTTCCTC —

rs17809012 203 pb
GCAGAACAGAAGAGAGGCAAG —
AAGACCACCATGTGAACACAGG —

267 pb
CCL11 rs16969415  GCAGAACAGAAGAGAGGCAAG —
GAATCTCCCACAGTGTCTGC —

247 ob
rs1129844 CTCTGGAGGTGGTTACCTTAC —
ACTCCCCTTAGGGGATGCCCG —

174 oh
rs2280788 GCGCAGAGGGCAGTAGCAAT —
ATATCTTGTGAAAAGGTTCCC —

179 ob
CCL5 rs2107538 CTGCTTATTCATTACAGATCGTA —
CCTGGTCTTGACCACCACA —

343 ob
rs2280789 GCTGACAGGCATGAGTCAGA —

Tabela 1. Sentido dos primers durante a duplicagdo do DNA in vitro:*forward”(extremidade

5’) e “reverse” (extremidade 3’) .
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Para confirmar a especificidade das sequéncias dos primers evitando assim o
anelamento dos mesmos em regides inespecificas, foi utilizado o programa BLAT

(http://genome.ucsc.edu/cqgi-bin/hgPcr?command=start) potencializando desta forma, a

qualidade da técnica de PCR.

3.11 Extracao de DNA gendémico de leucdcitos de sangque periférico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos através datécnica

106
de fenol-cloroférmio modificado

As amostras de sangue periférico (5ml) que foram coletadas em tubos contendo
EDTA 10%, foram transferidas para tubos Falcon de 15ml e centrifugadas a 2000rpm

durante 10 minutos em temperatura ambiente, para separa¢ao do plasma. Logo apés, foi
realizada a lise das hemacias com solucao hiperténica na diluicdo 1:10 de NH4HCO3
0,011M e NH4Cl 0,144M, respectivamente, completando o volume para 12ml.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida, centrifugadas a 2200rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e,
quando necessario, foi realizada uma nova lise para que permanecessem apenas 0S
leucécitos.

Ao pellet foi adicionado 5ml da solugdo de TKM1 (10mM de Tris-HCI pH=7,6; 10mM
de KCI; 10mM MgClo e 20mM de EDTA) e 1 gota de Triton (emulsificante de moléculas

lipoprotéicas), agitando por inversdo. Foi centrifugado a 2200rpm por 15 minutos,
desprezando em seguida o sobrenadante e adicionando 1ml de TKM1. O pellet foi dividido
em 2 ependorffs com 1ml cada e centrifugado por mais 5 minutos a 12.000 rpm. O

sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido, cuidadosamente, com 400ulde


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start)
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TKM2 (10mM de Tris-HCI pH=7,6; 10mM de KCI; 0,4M NaCl; 10mM de MgCl2 e 20mM de
EDTA); em seguida, foram adicionados 25ul de SDS 10%. O tubo foi incubado a 55°C por
30 minutos e, apds a incubacgao, foram adicionados 180ul de solugdo de NaCl 5M, seguido

de repouso por 20 minutos.

Logo apéds, o tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
transferido (que contém a molécula de DNA) para outro ependorff. Em seguida, foram
adicionados 450ul da solugao de cloroférmio/alcool isoamilico (Allkimia) e 450ul de fenol
(Allkimia) com o vértex, para homogeneizacdo da amostra. Uma nova centrifugacéo foi
realizada a 12.000 rpm por 5 minutos, para retirar 0 sobrenadante contendo o DNA e
transferido para outro ependorff. Acrescentou-se 1ml da solugdo de cloroférmio/alcool
isoamilico. O tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos para transferéncia do
sobrenadante. Em cerca de 10% do volume do sobrenadante, acrescentou-se acetato de
sédio 3M pH= 5,2 e 1ml de etanol absoluto gelado (Allkimia), para precipitacdo da

molécula de DNA por inversao.

O ependorff foi centrifugado novamente por 5 minutos a 12.000 rpm para formagao
do pellet de DNA. O sobrenadante foi desprezado e o tubo deixado aberto e invertido
durante 12 horas em temperatura ambiente, para evaporacdo do excesso de élcool. O
pellet foi ressuspendido em agua deionizada e estéril (0 volume variou de 20 a 100ul de

agua).

3.12 Quantificacao e Armazenamento da Amostra de DNA

Para analisar a qualidade e a integridade do DNA, foi realizada sua quantificagéo

por espectrofotometria no equipamento NanoDrop®ND-1000  (NanoDrop
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Technologies,Inc., Wilmington, DE, USA).
A leitura da absorbancia foi realizada a 260 nm (A260 ). Sendo assim, a relagao entre

as leituras obtidas nos comprimentos de ondas A260/A280 que evidencia um parametro da
pureza do acido nucléico e da concentracao do DNA extraido, foram avaliadas.

A solucao contendo o DNA extraido e quantificado foi padronizada para atingir uma
concentragao que variou entre 200 e 500ng/pl DNA. Posteriormente, as amostras de DNA
foram armazenadas no freezer a temperatura de -20°C para garantir a sua integridade. Ao
término dos experimentos, as amostras foram estocadas no freezer a temperatura de -
80°C no Banco de DNA de Hemoglobinopatias do Laboratério de Hemoglobina e Genoma

do Hemocentro da UNICAMP.

3.13 Reacao em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo das regiées polimorficas nos genes

CCL11 e CCLS5.

A reacéo foi preparada para um volume final de 30ul. Os reagentes utilizados foram:
3,0ul de PCR Buffer 10x, 1,2ul MgClo 50mM, 0,5ul de dNTP 10mM, 0,6ul de cada  primer

10uM, 0,12ul de Tag DNA Polimerase 50U/ul, 0,5ul de DNA gendmico equantidade de
agua estéril e deionizada suficiente para completar um volume final de 30ul. A
concentragdo do DNA gendmico utilizado foi entre 200-500ng/ ul. O master-mix de PCR
realizado em microtubo, posteriormente foi distribuido em placa para PCR e por ultimo foi
adicionada a amostra de DNA. A reagéo foi submetida ao termociclador Veriti - Biosystem

Applied, em ciclagens e temperaturas distintas.

Como técnica confirmatéria da amplificagcdo da PCR, foi realizada a eletroforese em

gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (a proporcao do brometo de etideo é
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de 2,0 uL/100 ml tampao TAE). Em seguida, os fragmentos amplificados foram

visualizados e fotografados sob luz ultravioleta (Figura 5).

din,

Figura 5. Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que
flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5.
1: Marcador de peso molecular de 100pb;

2-11: Amostra de Pacientes. Tamanho do fragmento: 179 pb.
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3.14 Analise de Restricao (RFLP- Restriction Fragment Lenght

Polymorphism)

A investigacao das regides polimorficas nos genes CCL11 e CCL5 foram realizadas
através da atividade de endonucleases de restricao.

Para a analise de restricdo, foram utilizados 8,0ul do produto da PCR, adicionados
de 1,2ul de buffer apropriado para cada enzima. As endonucleases de restricdo e os
volumes utilizados variaram entre 0,15 e 0,60ul (Tabela 4). A quantidade de agua
deionizada e estéril utilizada foi suficiente para completar o volume final de 12ul. Para os
SNPs do gene CCL11 (rs17809012 e rs16969415) foi diluido o BSA100X (Albumina de

Soro Bovino) 1:10 e utilizados 1,2l na reagao.

Tabela 2. Identificacao e volume das endonuleases de restricao utilizadas na

digestao enzimatica para investigacao das regides polimorficas nos genes CCL11 e

CCL5
Gene SNP Enzima Concentracao
U/ml

rs17809012 Taql 20

CCL11 rs16969415 Taq/ 20
rs1129844 Bsr | 5
rs2280788 Hincll 10

CCL5 rs2107538 Rsal 10

rs2280789 Mboll S)




O produto da PCR submetido a digestao enzimética foi incubado a 37 ou

a 65°C durante um periodo de incubagao de 30 minutos , com endonucleases de

restricdo especificas (Tabela 3).

polimérficas dos genes CCL11 e CCL5

Tabela 3. Condicoes da digestao enzimatica no reconhecimento das regioes

Tamanho Enzima T Periodo Sitio Alelo Fragmentos
Fragmento de (°C) Incubacao Restricao  Clivado Gerados
(pb) Restricao (pb)
SNP (Fast)
rs17809012 203 pb Taq ! 65 30’ T/CGA G 183e20
A>G
rs16969415 224¢e43
CoT 65 C
267 pb Taql 30 T/CGA
rs1129844 247 pb Bsrl 65 30’ ACTGGN/N A 192e 55
GA
rs2280788 174 pb Hinc Il 37 30’ CTY/RAC C 151e23
C->G
rs2107538 179 pb Rsal 37 30 GT/AC G 157e22
GA
rs2280789 343 pb Mboll 37°C 30 GAAGANS C
C>T N 225¢118
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3.15 Preparo do Gel de Agarose

O produto digerido foi aplicado em gel de agarose (1000) em uma concentragao de
4%. Para o preparo do gel, foram pesados 4g de agarose a qual foi completamente
dissolvida em 100 ml de tampao TAE 1x (Tris, Acetato e EDTA) sob aquecimento de
micro-ondas durante 3 minutos. Apds atingir temperatura aproximada a 37°C, a agarose
ainda liquida, foi imediatamente corada com 2,0ul de brometo de etidio (intercalante de
DNA). Em seguida, o gel foi vertido em suporte de acrilico para sua solidificacao.
Posteriormente, foi realizada a insercdo dos “pentes” com o intuito de formarem os pogos
para a aplicacdo das amostras. Apds sua polimerizagao, o gel foi submerso em tampéao
TAE em cuba de eletroforese e logo apds, as amostras acrescidas com 2 pl de azul de

bromofenol, foram aplicadas com auxilio de uma micropipeta, na seguinte sequéncia:

1) 3,0ul de DNA de peso molecular (Ladder—com intervalo para identificacao

de fragmentos de DNA entre 100 e 500 pares de bases);
2) 2,0ul do Produto da PCR nao digerido;

3) 12ul da reacao da digestao enzimatica.

3.16 Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese € uma técnica utilizada para separar, identificar e purificar moléculas

107
eletricamente carregadas, como o DNA

Apoés a aplicagdo das amostras no gel de agarose, a cuba foi conectada a fonte de
eletroforese e sob influéncia de um campo elétrico as amostras migraram do anodo para o

catodo, durante 70 minutos. Ao término da corrida de eletroforese, os resultados



53

realizados através da técnica de PCR-RFLP foram obtidos mediante fotografia do gel de

agarose sob luz ultravioleta para visualizagao e determinagédo dos gendtipos. (Figuras 6 e

S — ——

— 50pb

Figura 6. Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que

flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5. PCR seguida de RFLP:

1 — Marcador de peso molecular de 50pb;

2 - Produto da PCR nao digerido. Tamanho do fragmento: 179pb;
3 — Controle heterozigoto. Fragmentos gerados com 157e 22pb;

4,5, 6 e 9 — Pacientes com perfil de genétipo homozigoto GG.

7 e 8 — Pacientes com perfil de gendétipo heterozigoto. Fragmentos gerados com157e

22pb.
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Figura 7 Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que

flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5. PCR seguida de RFLP:

1 — Marcador de peso molecular de 50pb;

2 - Produto da PCR nao digerido. Tamanho do fragmento: 179pb;
3 — Controle heterozigoto. Fragmentos gerados com 157e 22pb;

4 e 9 — Pacientes com perfil de gendétipo heterozigoto. Fragmentos
gerados com157e 22pb.
5,6,7,8e 10 — Pacientes com perfil de gendtipo homozigoto GG.

3.17 Sequenciamento

Para validar os resultados obtidos através da técnica de PCR-RFLP foi realizado o
sequenciamento de DNA. Os sequenciamentos de amostras escolhidas aleatoriamente
corresponderam aos resultados prévios estabelecidos pela técnica molecular mediada
por endonucleases de restricdo (Figura 8).

Para a reacao de sequenciamento foram utilizados os seguintes reagentes: 2,0l
de tampao “Save Money’, 0,5 ul de primer forward ou reverse 10uM, 1,0 yl do mix “Big

Dye”, 0,5 yl da PCR e quantidade de agua estéril e deionizada suficiente para completar
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um volume final de10pl. O mix “Big Dye” contém: Deoxinucleotideos (dNTPs),

Dideoxinucleotideos (ddNTPs), Tag DNA polimerase, MgClo e tampéao Tris-HCI.

Posteriormente, a reacao foi submetida a diferentes ciclagens e temperaturas no

termociclador (Veriti — Biosystem Applied), a saber:

95°C->2horas 3

o]
95°C~->15 segundos 25 Ciclos

58°C~>15 segundos >

602C->4 minutos

Apbs a reacgao, os produtos foram purificados para a precipitacdo do fragmento
marcado e remocao dos nucleotideos nao incorporados e demais reagentes, para nao
interferirem na leitura quando submetidos a eletroforese em sequenciadorautomatico.

Para a realizac&o da purificacéo, a reacao foi precipitada com 40 ul de etanol a 80%
e mantida em repouso durante 20 minutos. Para que a reagao fosse protegida da luz, a
placa foi revestida com papel aluminio. ApGs o repouso, a reacao foi centrifugada a 4.000
rom durante 45 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, foi realizado um “spin’
invertido (inserindo-se papel toalha sobre a placa) por 5 segundos a 200 rpm. Logo apos,
foram adicionados 100 ul de etanol a 70% a reacdo e esta centrifugada a 4.000 rpm
durante 15 minutos. Consequentemente, o sobrenadante gerado foi descartado e
realizado novamente um “spin” invertido a 200 rpm por 10 segundos. A secagem da placa
foi realizada em termociclador, durante 10 minutos a 65°C. Posteriormente, foram

adicionados 10 ul de formamida (para a manutencéo da desnaturacao da fita) e realizada

a desnaturagcdo em termociclador a 95° durante 5 minutos. Finalmente, a reagéo foi
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submetida a eletroforese em sequenciador automatico através de eletroforese capilar

(3500 Genetic Analyzer - Biosystem Applied) (Figura 8).
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-, 179pb

157 pb

110 120 130
TGGATGAG GGAAAGGAGRTACGATCT GT AATGAATAAZA

o :\‘ AN LTAY.N N J& b._l.[ ol

Figura 8. Validacao dos resultados obtidos através da técnica de PCR -RFLP

9
mediado por sequenciamento automatico. Investigacao do SNP rs2107538 (G A)

no gene CCL5. a) Perfil Eletroforético de gendtipos estabelecidos através de
endonucleases de restricao: 1- DNA de peso molecular de 50pb; 2 - Produto da
PCR nao digerido (179pb) e 3 — Paciente 239: Heterozigoto para o polimorfismo
estudado. Fragmentos gerados com 157e 22pb. b) Cromatograma do paciente 239
gerado pelo sequenciador automatico. Os picos sobrepostos indicado pela seta,
demonstram o alelo G (pico preto) e o alelo A (pico verde). Confirmando assim o
perfil heterozigotico (GA) do paciente 239 para esse SNP.
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4) RESULTADOS

4.1 Investigacao de SNPs no gene CCL11

4.1.2 Frequéncia Genotipica do SNP rs17809012

Entre os 157 pacientes investigados 51,5 % apresentaram o gendétipo selvagem
(AA) para o SNP rs17809012 (Eotaxina -384A->G) (81/157), enquanto que 33,7% desses
pacientes foram heterozigotos (53/157) e 14,6% homozigotos recessivos (23/157) (Tabela
4).

De acordo com a frequéncia de homozigose recessiva (14,6%), esse polimorfismo
foi selecionado para ser investigado também em individuos controle. Em uma casuistica
de 100 individuos saudaveis investigados, 41% apresentaram o genétipo selvagem (AA)
(41/100), ndo obstante, 48% desses individuos foram heterozigotos (48/100) e 11%
homozigotos recessivos (11/100) (Tabela 4).

A analise estatistica revelou que a amostra de pacientes ndo esta em equilibrio
segundo Hardy-Weinberg, (teste X2= 7,47 e p=0,02), apesar da localizagdo genotipica,
refere-se a uma amostra geneticamente heterogénea (entre casos e controles). Entretanto,
a amostra do grupo de individuos saudaveis esta (teste X2= 0,30 e p=0,85).

Nao foi observada diferencga significativa ao comparar a frequéncia alélica entre os

pacientes e os controles (teste X2= 0,67 e p=0,414054) (Tabela 4).



Tabela 4. Frequéncia Genotipica do SNP rs17809012 no gene CCL11 em

criancas portadoras de Anemia Falciforme e em individuos saudaveis.
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Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Genoétipo Pacientes Controle
% (n) % (n)
(n=157) (n=100)
rs17809012 AA 51,5 (81) 41 (41)
CCL11 (A>G) AG 33,7 (53) 48 (48)
GG 14,6 (23) 11(11)
Frequéncia Alélica (%) p
Alelo Pacientes Controle
A 9 13 0.414054
G 17 27
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4.1.3 Frequéncia Genotipica do SNP rs16969415

O outro polimorfismo estudado localizado na regidao promotora do gene CCL11 foi o
SNP rs 16969415 (Eotaxina -426C->T).

Dentre os 159 pacientes analisados 87,4% apresentaram o genoétipo homozigoto
selvagem (CC) (139/159) e 12,5% heterozigotos (20/159) (Tabela 5).

Nao foi realizada a investigacdo genotipica para esse polimorfismo no grupo de
individuos saudaveis, uma vez que, nao foi encontrada a ocorréncia do gendtipo TT para

esse SNP na amostra de pacientes.
A amostra de pacientes estudada para esse polimorfismo encontra-se em equilibrio

segundo Hary-Weinberg (teste X?> = 0,02 e p=0,87).

Tabela 5. Frequéncia Genotipica do SNP rs16969415 no gene CCL11
em criancas portadoras de Anemia Falciforme

Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Gendtipo Pacientes
(n=159)
rs16969415 CC 87
CCL11 (C->T) CT 13

1T 0
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4.1.4 Frequéncia Genotipica do SNP rs1129844

Foi analisado também o SNP rs1129844 (Eotaxina 67G>A), localizado no codon 23

e responsavel pela substituicdo de uma alanina por treonina nessa posicao.

Dentre os 160 pacientes estudados para esse polimorfismo, 158 foram
homozigotos para o genétipo G (98,7%) e apenas 2 pacientes apresentaram o genotipo
GA (1,2%) (Tabela 6). Houve auséncia de homozigose recessiva para esse polimorfismo e
a frequéncia de heterozigose revelou apenas 1,2% na amostra de pacientes. Sendo assim,

ndo foi realizada a investigagcdo genotipica para esse SNP no grupo de individuos

2
saudaveis e nem aplicado o teste de X .

Tabela 6. Frequéncia Genotipica do SNP rs1129844 no gene CCL11

em criancas portadoras de Anemia Falciforme

Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Gendtipo Pacientes
(n=160)
rs1129844 GG 98,7
CCL11 (G>A) GA 1,3

AA 0
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4.2 Investigacao de SNPs no gene CCL5

4.2.1 Frequéncia Genotipica do SNP rs2280788

Dentre os 54 pacientes analisados para o SNP rs2280788 (RANTES -
28C~>G), 62,9% apresentaram o genoétipo selvagem (CC) (34/54) e 37% desses
pacientes foram heterozigotos (20/54) (Tabela 7).

Devido a casuistica reduzida e pela ndo ocorréncia do genédtipo GG para essa
regiao polimdrfica, ndo foi realizada a investigacao desse SNP em individuos saudaveise

nem aplicado o teste X2 para esse polimorfismo.

Tabela 7. Frequéncia Genotipica do SNP rs2280788 no gene CCL5
em criancas portadoras de Anemia Falciforme

Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Gen6tipo Pacientes
(n=54)
rs2280788 CC 63
CCL5 (C>Q) CG 37

GG 0
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4.2.2 Frequéncia Genotipica do SNP rs2107538

Foi selecionado ainda outro polimorfismo situado na regido promotora do gene
CCL5 SNP rs2107538 (RANTES -403G—>A).
Em 156 pacientes genotipados para esse polimorfismo, 56,4% revelaram genoétipo

homozigoto selvagem (GG) (88/156), 38,4% heterozigotos (60/156) e 5,1% de homozigoto
recessivo (8/156) (Tabela 8).

Apos rastrear as frequéncias genotipicas dos SNPs rs2280788, rs2107538 e
rs2280789 no gene CCL5 em criangas portadoras de anemia falciforme, foi possivel
observar que o SNP rs2107538 (RANTES -403G->A) apresentou maior incidéncia do
gendtipo AA, quando comparado com o SNP rs2280789 (T>C).

Sendo assim, o SNP rs2107538 foi o selecionado para ser investigado também em
individuos saudaveis. Ao término da analise molecular para esse polimorfismo em 100
individuos saudaveis, foi verificada uma frequéncia de 51% de homozigoto selvagem (GGQG)
(51/100), 46% heterozigotos (46/100) e 3% de homozigoto recessivo (3/100) (Tabela 8).

Em relacdo a esse SNP, tanto a amostra de pacientes quanto o grupo de individuos

saudaveis ndo encontram-se em equilibrio segundo Hary-Weinberg: Amostra de pacientes
2 2
(teste X =0,30 e p= 0,86) e amostra do grupo controle (teste X = 3,82 e p=0,14). Nao foi

verificada nenhuma diferencga estatistica ao comparar a frequéncia alélica entre os

pacientes e o grupo controle, p=0.858 (Tabela 8).



Tabela 8. Frequéncia Genotipica do SNP rs2107538 no gene CCL5 em

criancas portadoras de Anemia Falciforme e em individuos saudaveis
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Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Gendtipo Pacientes Controle
(n=156) (n=100)
rs2107538 GG 56,4 51
CCL5 (G2>A) GA 38,4 46
AA 5,1 3
Frequéncia Alélica (%) p
Alelo Pacientes Controle
G 2 3 0.858
A 5 7
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4.2.3 Frequéncia Genotipica do SNP rs2280789

Totalizaram-se 156 pacientes analisados para o SNP rs2280789 (RANTES IN1.1

C/T), localizado na regiao intrénica 1.1.

Desses, 112 foram homozigotos para o genoétipo T (71,7%) e 44 pacientes
apresentaram o gendtipo CT (28,2%) (Tabela 9).

Como ja descrito anteriormente, de acordo com o banco de dados do NCBI esse
polimorfismo apresenta trés alelos selvagens: C (C>T), T (T>C) e A (A>G). Portanto, nao
seria viavel considerar a frequéncia do genoétipo T (71,7%) como homozigose recessiva.

Desta forma, esse SNP néo foi analisado no grupo de individuos saudaveis.

2
De acordo com o teste X , a amostra de pacientes esta em equilibrio segundo

2
Hardy-Weinberg (teste X = 0,32 e p=0,57).

Tabela 9. Frequéncia Genotipica do SNP rs2280789 no
gene CCL5 em criancas portadoras de Anemia Falciforme

Frequéncia Genotipica (%)

Gene SNP Genotipo Pacientes
(n=156)
rs2280789 CC 0
CCL5 (C->T) CT 28,3

1T 71,7
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4.3 Desequilibrio de Ligacao

Através do software HaploView foi analisado o Desequilibrio de Ligacdo (DL) dos
SNPs no gene CCL11 (Eotaxina -1): rs16969415; rs17809012; e no gene CCL5 (RANTES)
rs2280789 e rs2107538.

Observando-se a figura 9 é possivel verificar que os SNPs rs2280789 e rs2107538
no gene CCL5 estdo em DL. O coeficiente D’ varia de 0 a 1 (ou 0-100%). Os dados
revelaram o valor D’ significativo= 0,96%, demonstrando uma segregacao dependente, isto
e, eles mantém o padrdo de herangca semelhante entre si, significancia evidenciada pelo

losango em vermelho.

Entretanto, os SNPs rs16969415 e rs17809012 no gene CCL11 nédo estdo em DL. A
segregacao independente foi indicada através do valor D’=0,56%, demonstrado na figura 8

pelo losango branco.
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Figura 9. Desequilibrio de Ligacao. Os numeros 52 e 96 demonstram o valor
D’. Valor D’ nao significativo=0,52% (losango branco). Valor D’
significativo=0,96% (losango vermelho).
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4.4 Frequéncia de Haplétipos

Apébs determinar a frequéncia genotipica dos SNPs no gene CCL11 (Eotaxina-1):
rs16969415 (C>T); rs17809012 (A>G); e no gene CCL5 (RANTES) rs2280789 (C>T)
e
rs2107538 (G>A) o software HaploView realiza a inferéncia da frequéncia dos haplétipos.

A ocorréncia de trés haplétipos foi encontrada: TG, CA e TA. Para o haplé tipo TG
foi encontrada a frequéncia mais incidente em 75,3%. Uma frequéncia de 13,6% foi
constatada para o haplétipo CA e para o haplétipo TA foi revelada uma frequéncia de

10,7%.

4.4.1 Associacao de Haplotipos a Complicacoes Pulmonares

A analise de associagao dos haploétipos TG, CA e TA a complicagbes
pulmonares como asma, STA e infec¢ao pulmonar, foram realizadas através do

software Haploview.

4.4.2 Haplotipos versus Asma

N&o houve associacao significativa em relagdo aos haplétipos TG, CA e TA aasma,

onde o p corresponde a 0,68; 0,58 e 0,98, respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10. Associacao dos Haplétipos TG, CAe TA a Asma

Frequéncia p
Haplétipos de Teste G
Haplétipo Haplétipo X Asma
(%)
TG 75,3 0,16 0,68
CA 13,6 0,292 0,58

TA 10,7 0,0 0,98
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4.4.3 Haplétipos versus Sindrome Toracica Aquda

Em relacdo aos haplétipos TG, CA e TA nao foi possivel observar associagao

significativa a complicacao pulmonar de STA. O p para o haplétipo TG foi de 0,97, para o

haplotipo CA de 0,33 e para o haplotipo TA de 0,32 (Tabela 11).

Tabela 11. Associacao dos Haplotipos TG, CA e TA a Sindrome Toracica Aguda

Frequéncia p
Haplétipos de Teste X*
Haplétipo Haplétipo X STA
(%)
TG 75,3 0,0010 0,97
CA 13,6 0,933 0,33
TA 10,7 0,975 0,32
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4.4.4 Haplétipos versus Infeccdao Pulmonar

A tabela 12 demonstra que os haplétipos TG e CA revelaram associagao
significativa a infeccdo pulmonar, onde o p para o haplétipo TG foi de 0,0064 e para o
haplétipo CA de 0,0018. Entretanto, o haplétipo TA néo foi associado a infeccao pulmonar

(p=0,8583).

Tabela 12. Associacao dos Haplétipos TG, CA e TA a Infeccao Pulmonar

Frequéncia p
Haplétipos do Teste X°
Haploétipo Haplétipo X Infeccao
(%) Pulmonar
TG 75,3 7,43 0,0064
CA 13,6 9,72 0,0018

TA 10,7 0,03 0,8583
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4.5 Associacao de Polimorfismos a Complicacoes Pulmonares

A andlise de associacao dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415) e no
gene CCL5 (rs2280788; rs2280789) a complicacées pulmonares como asma, STA e
infeccdo pulmonar, foram realizadas através do Teste Exato de Fisher. Aplicando-se o
Teste de Corregcao Bonferroni, foram considerados p significativos os menores que

0,00416.

4.5.1 SNPs no gene CCL11 associados a complicacdes pulmonares

4.5.1.1 Associacao do SNP rs17809012 no gene CCL11 a Asma

Dentre as 23 (23/157) criangas genotipadas com o gendtipo mutante para o
polimorfismo rs17809012 (A->G), apenas 2 (8,69%) foram diagnosticadas com asma.
Entre as 53 (53/157) criangas com o perfil heterozigoto para esse SNP, 8 (15,09%)
apresentaram asma.

Dos 81 (81/157) pacientes detectados com o genétipo AA para esse polimorfismo 5

(6,17%%) individuos foram portadores de asma.

Nao foi possivel incluir 2 pacientes na analise de associacao desse polimorfismo a

asma, pela indisponibilidade de informacao da manifestacao clinica por motivo de 6bito.

Nao houve associagao significativa desse SNP a asma, demonstrado através do p=

0.2144 (Tabela 13).



Tabela 13. Analise de associacao do SNP rs17809012 (A->G) no gene CCL11
a ASMA em criancas portadora de Anemia Falciforme
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ASMA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genotipo (n=15) (n=140)
AA 5 76
CCL11  rs17809012 AG 8 44 0.2144

(A>G)

GG 2 20




4.5.1.2 Associacdo do SNP rs17809012 no gene CCL11 a STA

Houve apenas 1 diagnéstico (4,35%) de STA dentre os 23 (23/157) pacientes
detectados com o genétipo homozigoto mutante (GG) para o polimorfismo rs17809012
(A>G).

Das 53 (53/157) criancas diagnosticadas com o genétipo AG somente 3 (5,66%),
foram portadoras de STA.

Nao foi detectada nenhuma crianca com a manifestagao clinica da STA dentre os
81 pacientes (81/157) estabelecidos com a homozigose do alelo A para esse
polimorfismo.

N&o foi possivel incluir 2 pacientes na analise de associacao desse polimorfismo a
asma, pela indisponibilidade de informacao da manifestacao clinica por motivo de 6bito.

Nao ocorreu associacao significativa para esse SNP a STA (p=0.05514) (Tabela14).

Tabela 14. Analise de associacao do SNP rs17809012 (A->G) no gene CCL11 a
STA em criancas portadora de Anemia Falciforme
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STA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genoétipo (n=4) (n=151)
AA 0 81
CCL11  rs17809012 AG 3 49 0.05514

(A>G)

GG 1 21




4.5.1.3 Associacdo do SNP rs17809012 no gene CCL11 alInfeccéao

Pulmonar

Na somatdéria dos 23 (23/157) pacientes homozigotos mutantes para o polimorfismo
rs17809012 (A>G) 13 (56,52%) revelaram o diagnéstico de infec¢cdo pulmonar.

Entre os 53 (53/157) portadores do gendtipo AG para esse SNP, 33 (62,26%) foram
acometidos com a infec¢do pulmonar.

Dentre as 81 (81/157) criancas com o gendtipo selvagem (AA), 37 (45,67%)
evidenciaram a clinica de infeccdo pulmonar. Decorrente a restricdo de amostras de 3
(3/86) criancas com infeccao pulmonar, nao foi realizada a investigacdao de gendtipo para
esse polimorfismo.

N&o foi possivel observar associacéo significativa desse SNP a infeccao pulmonar

(p=0.1184) (Tabela 15).

Tabela 15. Analise de associacao do SNP rs17809012 (A->G) no gene CCL11 a

Infeccao Pulmonar em criancas portadora de Anemia Falciforme
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Infeccao Pulmonar

Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genoétipo (n=86) (n=72)
AA 37 44
CCL11  rs17809012 AG 33 19 0.1184

(A>G)

GG 13 9




4.5.1.4 Associacado do SNP rs16969415 no gene CCL11 a Asma

Na totalidade dos 20 (20/159) pacientes com o genétipo heterozigoto C>T

para o SNP rs16969415, somente 1 (5%) revelou o diagnéstico de asma.

Entre as 139 (139/159) criancas portadoras do gendtipo selvagem CC, 13
pacientes (9,35%) foram detectados como asmaticos. Devido a ndo disponibilidade
da amostra de 1 (1/15) paciente com asma, ndo foi realizada a investigacao

genotipica para esse SNP.

N&o foi verificada associacao significativa para esse polimorfismo a asma

(p= 1) (Tabela 16).

Tabela 16. Analise de associacao do SNP rs16969415 (C->T) no gene CCL11 a

ASMA em criancgas portadora de Anemia Falciforme

76

ASMA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genoétipo (n=15) (n=140)
CC 13 125
CCL11  rs16969415 CT 1 19 1

(C->T)

1T 0 0




4.5.1.5 Associacdo do SNP rs16969415 no gene CCL11 a STA

Dentre os 20 (20/159) pacientes genotipados com o perfil heterozigoto para o
SNP rs16969415 (C"T), 2 criancas (10%), apresentaram STA.
Entre os 139 pacientes (139/159) com o genétipo selvagem (CC) para esse
polimorfismo, 2 (1,43%) revelaram a enfermidade de STA.
N&o ocorreu associacao significativa desse SNP a STA, determinado pelo

p=0.07835 (Tabela 17).

Tabela 17. Analise de associacao do SNP rs16969415 (C->T) no gene CCL11 a STA

em criancas portadora de Anemia Falciforme
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STA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genétipo (n=4) (n=151)
CC 2 136
CCL11  rs16969415 CT 2 18 0.07835

(C->T)

1T 0 0




4.5.1.6 Associacdo do SNP rs16969415 no gene CCL11 aInfeccao

Pulmonar

Das 20 (20/159) criancas com o gendtipo CT para o SNP rs16969415 (C"'T)

11 (55%), apresentaram infeccdo pulmonar.
Dentre as 139 (139/159) portadoras do gendtipo CC para esse polimorfismo,
74 (53,23%) foram diagnosticadas com infec¢cao pulmonar. Mediante indisponibilidade
de amostra, ndo foi possivel realizar a genotipagem de 1 paciente (1/86) com infeccao
pulmonar para esse polimorfismo.
Nao foi observada associacao significativa desse SNP a infeccao pulmonar

(p=1) (Tabela 18).

Tabela 18. Analise de associacao do SNP rs16969415 (C->T) no gene CCL11 a

Infeccao Pulmonar em criancas portadora de Anemia Falciforme
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Infeccao Pulmonar

Acometidos Nao Acometidos p valor
Gene SNP Genoétipo (n=86) (n=72)
AA 74 64
CCL11  rs16969415 AG 11 9 1

(C->T)

GG 0 0




4.5.2 SNPs no gene CCL5 associados a complicacdes pulmonares

4.5.2.1 Associacao do SNP rs2107538 no gene CCL5 a Asma

Em 8 (8/156) pacientes determinados pelo genotipo homozigoto recessivo AA
para o0 SNP rs2107538 (G"'A) apenas 1 crianca (12,5%), apresentou asma.

Em relacdo aos 60 pacientes (60/156) determinados pelo perfil heterozigoto
para esse polimorfismo, 6 (10%) apresentaram asma.

Dentre os 88 (88/156) pacientes com o gendtipo selvagem (AA), 7 (7,95%)
evidenciaram asma. Um paciente asmatico (1/15) nao foi analisado para esse
polimorfismo, devido a nao disponibilidade de amostra. Nao houve associacéao

significativa desse SNP a asma (p =0.7136) (Tabela 19).

Tabela 19. Analise de associacao do SNP rs2107538 (G—=>A) no gene

CCL5 a asma em criancas portadora de Anemia Falciforme
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ASMA
Acometidos Nao Acometidos
Gene SNP Genétipo (n=15) (n=140)
GG 6 80
CCL5 rs2107538 GA 7 53
(G>A)

AA 1 7
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4.5.2.2 Associacado do SNP rs2107538 no gene CCL5 a STA

Nenhuma das 8 (8/156) criangas homozigotas recessivas (AA) para o

polimorfismo rs2107538 (G>A) apresentaram STA.

Dentre os 60 (60/156) pacientes com o perfil heterozigoto para esse SNP, 2

(3,33%) apresentaram STA.

Na totalidade dos 88 (88/156) portadores do genétipo GG 2 (2,27%), revelaram

a clinica de STA.

N&o ocorreu associagao significativa deste polimorfismo a STA (p=1) (Tabela 20).

Tabela 20. Analise de associacao do SNP rs2107538 (G->A) no gene CCL5 a STAem

criancas portadora de Anemia Falciforme

STA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genotipo (n=4) (n=151)
GG 2 85
CCL5 rs2107538 GA 2 57 1

(G>A)

AA 2 8
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4.5.2.3 Associacado do SNP rs2107538 no gene CCL5 aInfeccao

Pulmonar

Dentre os 8 (8/156) pacientes genotipados com homozigose recessiva (AA) para o
SNP rs2107538 (A>G), 7 (87,50%) foram diagnosticados com infecgéo pulmonar.

Dos 60 (60/156) portadores do gendtipo GA, 36 (60%) apresentaram infeccéao
pulmonar.

Entre os 88 (88/156) com o gendtipo selvagem GG para esse polimorfismo 39
(44,31%) criancas foram detectadas com infeccdo pulmonar. Quatro pacientes (4/86)
acometidos com infec¢ao pulmonar ndo foram submetidos a investigacao molecular.

De acordo com os principios do teste de corregcdo multiplo de Bonferroni, o
p=0,02274 indicado na tabela 21, ndo € considerado significativo para a associagcao

desse SNP a infec¢ao pulmonar.

Tabela 21. Analise de associacao do SNP rs2107538 (G- A) no gene CCL5 a

Infeccao Pulmonar em criancas portadora de Anemia Falciforme

Infeccao
Pulmonar
p
Gene SNP Genotipo Acometidos Nao Acometidos
(n=86) (n=72)
GG 39 48
CCL15 rs2107538 GA 36 23 0,02274

(G>A)

AA 7 1




4.5.2.4 Associacdo do SNP rs2280789 no gene CCL5 a Asma

Entre os 112 (112/156) pacientes portadores do gendétipo TT para o
polimorfismo rs2280789 (C—->T), 10 (8,92%) apresentaram asma.
Dos 44 (44/156) individuos genotipados com o perfil heterozigoto, 5 (11,36%)
foram diagnosticados com asma.

Nao houve associagao significativa deste SNP a asma (p= 0.559) (Tabela 22).

Tabela 22. Analise de associacao do SNP rs2280789 (C>T) no gene CCL5 a Asma

em criancas portadora de Anemia Falciforme
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ASMA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genoétipo (n=15) (n=140)
CC 0 0
CCL15  rs2280789 CT 5 38 0.559

(C->T)

1T 10 103




4.5.2.5 Associacado do SNP rs2280789 no gene CCL5 a STA

Dentre as 112 (112/156) criangcas homozigotas para o genétipo T para o SNP
rs2280789 (C->T), apenas 2 (1,78%) pacientes foram portadores de STA.
Dos 44 (44/156) pacientes que revelaram o genétipo CT, somente 2 (4,54%),
pacientes apresentaram STA.
N&o foi observada associacao significativa desse polimorfismo a STA (p=0.3047)

(Tabela 23).

Tabela 23. Analise de associacao do SNP rs2280789 (C->T) no gene

CCL5 a STA em criancas portadora de Anemia Falciforme
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STA
Acometidos Nao Acometidos p
Gene SNP Genoétipo (n=4) (n=151)
CC 0 0
CCL5 rs2280789 CT 2 41 0.3047

(C->T)

TT 2 111
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4.5.2.6 Associacado do SNP rs2280789 no gene CCL5 a

Infeccao Pulmonar

Na somatéria dos 112 (112/156) pacientes com o genétipo TT para o
polimorfismo rs2280789 (C—>T), 51 (45,53%) individuos foram acometidos com infeccéao
pulmonar.

Entre os 44 (44/156) perfis heterozigotos, 33 (75%) criancas foram diagnosticadas
com infeccao pulmonar. Dois pacientes (2/86) detectados com infeccdao pulmonar, nao
foram investigados para esse SNP.

A tabela 24 revela associagao significativa desse polimorfismo a infeccéao
pulmonar, evidenciada através do p=0.0005508. Aplicando-se o teste de correcéo
multiplo de Bonferroni, o p valor mantém-se significativo. Ha diferenga significativa entre

0s grupos acometidos e ndo acometidos com infecgéo pulmonar (p=0.0005508).

Tabela 24. Analise de associacao do SNP rs2280789 (C>T) no gene CCL5 a

Infeccao Pulmonar em criancas portadora de Anemia Falciforme

Infeccao
Pulmonar
p
Gene SNP Genotipo Acometidos Nao Acometidos
(n=86) (n=72)
CC 0 0
CCL15 rs2280789 CT 33 10 0.0005508

(C->T)

1T 51 62
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5) DISCUSSAO

A anemia falciforme é reconhecida como um estado inflamatério crénico, que é
caracterizada pelo elevado numero de leucdcitos, alteragdes nos niveis de citocinas
inflamatédrias, lesbes vasculares das células endoteliais e aumento da adesividade de

células vermelhas, leucécitos e plaquetas'®®'%. Pesquisas demonstraram que pacientes
com anemia falciforme apresentam aumento no numero de eosinéfilos no sangue

periférico e as propriedades adesivas dessas células é maior quando comparados com
110

individuos sadios .

Sabe-se que os pulmbes sdo particularmente vulneraveis aos eventos vaso-
oclusivos devido a sua anatomia e que os eosindfilos participam intensamente de
processos inflamatérios das vias aéreas. As complicagdes pulmonares como sindrome
toracica aguda (STA), infeccbes e hipertensdo pulmonar, sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade na anemia falciforme. Além disso, o diagndstico de asma
bronquica em pacientes com doenga falciforme esta associado ao aumento de crises

algicas, sindrome toracica aguda e morte. Estudos demonstram que criangas com asma

brénquica tém risco aumentado de desenvolver sindrome toracica aguda quando
. : . 92 ~ ]
admitidas no hospital com crise algica . Entretanto, a relacdo de asma e sindrome

toracica aguda nao estd bem documentada na populagdo adulta. Acredita-se que se trata
de duas doencgas inflamatérias. A inflamacdo das vias aéreas na asma levaria a
potencializagdo da inflamac&o vascular resultando em vaso-oclusdo. Outro mecanismo

proposto seria a baixa ventilacao/perfusdo, levando a hipbxia e, consequentemente, a

36
vaso-oclusao

Sabe-se que as quimiocinas RANTES (Regulada por Ativacao, Normal T Expressa
e Secretada) e Eotaxina-1 atuam na resposta inflamatéria das complicacoes respiratérias,

intensificando e amplificando o fendmeno inflamatdrio no interior das vias aéreas. Dados
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obtidos no nosso laboratério mostraram que a Eotaxina-1 e o RANTES encontra-se
significativamente aumentados no sangue periférico de pacientes com anemia falciforme e
sugerem que essas quimiocinas podem contribuir para a ativacdo dos eosinéfilos na
anemia falciforme'"!. Além disso, os processos que culminam para o desenvolvimento das
complicagdes pulmonares sdo complexos, multifatoriais e podem ser influenciados por
polimorfismos genéticos®”®’.

Varios estudos tém demonstrado a importancia de elevados niveis de HbF, da
presenca de talassemia a e do tipo de haplétipo B na modulagdo da gravidade da anemia
falciforme, porém, ha um consenso de que outros moduladores, genéticos e ambientais,
possam estar envolvidos'?°.

Trabalhos tém demonstrado a associacdo de polimorfismos no gene  CCL11

(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES) a suscetibilidade a doengas pulmonares como, por

exemplo, a asma''?

. Os polimorfismos no gene CCL11 (Eotaxina -1) que estao localizados
na regido promotora do cromossomo 17, ocorrem através da substituicdo de um Unico
nucleotideo C>T na posigéo -426 (rs16969415) e na substituicdo do nucleotideo A>G na
posicao -384 (rs17809012). Na regido do éxon 1 a substituicdo ocorre entre G>A na
posicdo 67 (rs1129844) culminando na mudanca de aminoacido nao-conservativo da
Alanina na posigao 23 para Treonina (Ala 23 Thr).

Pesquisa realizada em individuos Coreanos correlacionou significativamente o SNP
rs17809012 (Eot-384 A->G), aos niveis plasmaticos de eotaxina- 1 em pacientes
asmaticos e sugerem que essa quimiciona pode ter um papel importante na sintese de IgE
e na gravidade da asma®. Avaliando o SNP rs1129844 (Eot 67 G>A), foi demonstrado

que tanto os portadores do genédtipo mutante para o polimorfismo rs1129844 (Eot 67

G—>A) quanto os heterozigotos para esse SNP, apresentaram um provavel efeito protetor a
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gravidade da asma quando comparado com os portadores do alelo selvagem (GG). Além
disso, a concentragdo plasmatica da Eotaxina-1 foi significativamente mais alta em
individuos com o gendtipo homozigoto selvagem (GG) quando comparada com os
pacientes com o perfil homozigoto mutante ou heterozigoto para esse polimorfismo em
asmaticos provenientes de Taiwan®°.

No entanto, ndo ha estudos que avaliaram a associagcdo dos polimorfismos da
eoxatina-1 e as manifestagbes clinicas da anemia falciforme. Desta forma, no presente
estudo, ao investigarmos os 2 polimorfismos citados acima, encontramos apenas 0
gendtipo GG para o SNP rs 17809012 (Eot-384 A>G). Porém, a presenca desse gendtipo
mutante ndo estd associada as manifestacdes clinicas investigadas (asma, infecgcéo e
sindrome toracica aguda) em criancas portadoras de anemia falciforme. Nao podemos
descartar o possivel envolvimento da presenca desse polimorfismo com outras
manifestacbes clinicas da doenca falciforme que nao foram avaliadas no presente
trabalho.

Sabe-se que a quimiocina RANTES recruta leucdcitos (eosinéfilos) e células T para
as vias aéreas na asma e doencas alérgicas. Em adigcdo, a RANTES ativa o canal de
Gardos via DARC receptor (Duffy Antigeno/Receptor para quimiocinas) e a ativacao desse
canal causa a perda de potassio e agua, levando a desidratacdo das células vermelhas.

Esse mecanismo resulta no aumento da falcizagdo das células vermelhas e

consequentemente leva a vaso-oclusdo '3,

A relagado dos polimorfismos no gene CCL5 (RANTES) tem sido relatada em diversas
complicagdes respiratérias. Situados na regido do cromossomo 17, encontra-se 0 SNP
rs2107538 (RANTES -403 G>A) e o SNP rs2280788 (RANTES -28C->G)''%".  Estudo

realizado em criangas asmaticas provenientes da Tunisia relatou que o polimorfismo
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rs2107538 (RANTES -403 G>A), bem como o SNP rs2280788 (RANTES - 28C>G) estdo
associados ao risco de desencadearem a doenca. Os alelos A e G respectivamente para
ambos os polimorfismos -403 G/A e -28 C/G, estavam presentes (no seu estado
heterozigoto ou homozigoto), em uma proporcao significativamente maior nos asmaticos
quando comparada aos individuos controle''®. Ha relatos de estudos que demonstram que
a expressdao de RANTES em macréfagos alveolares pode ser aumentada em individuos
com gendtipo homozigoto mutante para o SNP rs2107538 (RANTES -403 AA), em
comparagcao com outros genotipos, devido a um aumento da transcricdo do gene de
RANTES'". Em contraste, pesquisa realizada em individuos asmaticos originarios da
Espanha né&o relatou associacao significativa desses SNPs (rs2107538 RANTES -403
G>A e rs2280788 RANTES -28C>G) aos diferentes tipos de asma, como asma atodpica e
no tratamento da asma nao atépica'’’. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de
40 individuos asmaticos Libaneses, onde esses polimorfismos ndo estdo associados a
obstrucdo pulmonar desses individuos''®. Esses dados corroboram com os achados do
presente estudo, onde nao observamos associacdo significativa do SNP rs2107538
(RANTES -403 G>A) a asma em criangas portadoras de anemia falciforme (Tabela 21). Os
resultados contraditérios encontrados na investigacdo dos SNPs (rs2107538 RANTES -
403 G>A e rs2280788 RANTES -28C>G) em criangas asmaticas provenientes da Tunisia
5 pode ser explicado com base na epigenética, uma vez que, as populagdes avaliadas
sdo provenientes de diferentes regides geograficas e encontram-se em diferentes
ambientes e alérgenos que podem estar implicados nos mecanismos fisiopatolégicos da
asma.

Nos ultimos anos, tem sido sugerido que a asma predispée a complicacées da

doenca falciforme, tais como as crises de dor, hipertensdo pulmonar, acidente
vascular'®,
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cerebral e sindrome toracica aguda . A sindrome toracica aguda ocorre em criangcas em

60
uma proporcao trés vezes maior que adultos . Portanto, nés também avaliamos uma

possivel associagdo dos polimorfismos da quimiocina RANTES com a sindrome toracica
aguda. No entanto, nao encontramos associa¢ao do polimorfismo RANTES -403 G>A com

a sindrome toracica na populagao de criangas com anemia falciforme.

Outra importante complicagdo na doenca falciforme é a infeccdo. A infeccao em

criancas com anemia falciforme é a principal causa da morbidade e mortalidade nos
primeiros anos de vida 69 Recentemente, uma pesquisa realizada na Tunisia, investigou
100 individuos com anemia falciforme para determinar possivel associacdo do SNP
rs2107538 (RANTES -403 G>A), a infeccbes e crises dolorosas 12(.) Entretanto, ndo houve

correlagdo desse polimorfismo com essas manifestagdes clinicas. Resultados
semelhantes foram evidenciados no atual estudo, onde ndo encontramos associagao
significativa do polimorfismo rs2107538 (RANTES -403 G>A), a infeccdo pulmonar em

criancas portadoras de anemia falciforme.

Além desses, outro polimorfismo situado na regido intrénica 1.1 do gene CCL5
(RANTES IN 1.1 C>T, rs 2280789) pode estar associado a infecgdes. Em 2009, um estudo
realizado por um grupo Francés, revelou uma possivel associacdo do polimorfismo
rs2280789 (RANTES In1.1 C >T) aos processos infecciosos em pacientes adultos com
anemia falciforme provenientes de Paris e de Benin. Os resultados demonstraram que a
presenca desse polimorfismo em portadores de anemia falciforme promove um efeito

106
protetor contra infecgbes bacterianas recorrentes . Conforme ja mencionado, estudo

recente realizado em individuos adultos com anemia falciforme na Tunisia, nao foi relatado

nenhuma associacao significativa desse SNP rs2280789 (RANTES IN 1.1 C >T) a
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infeccoes e também crises dolorosas '?° . Desta forma, avaliamos esse polimorfismo
na nossa populacdo e encontramos uma associacdo significativa do polimorfismo
rs2280789 (RANTES IN 1.1 C >T) a presenca de infeccdo pulmonar em criancas

acometidas com anemia falciforme (Tabela 24).

Assim, nossos dados sugerem que a presenca do alelo C>T esta correlacionada a
maior incidéncia de infeccbes em criangas com anemia falciforme. Embora nosso
resultado seja contrario ao encontrado na literatura, sugerimos que esta discrepancia se
deve ao fato da populagao brasileira apresentar maior frequéncia o alelo T (71,7%). De
acordo com o banco de dados do NCBI esse polimorfismo nao apresenta uma distribuicao
uniforme na populagdo mundial. Portanto, dentro da nossa populagdo ndo seria viavel
considerar a frequéncia do genétipo T (71,7%) como homozigose recessiva. E possivel
que resultados diferentes possam ser encontrados em outras populagées ou grupos
raciais. Como diferengas étnicas e raciais sdo comuns em sistemas polimérficos, alelos
variantes ou grupos de genes interagindo, induzem a expressao do fenétipo clinico em
diferentes populagbes. Talvez esse conceito possa explicar os resultados diferentes do

polimorfismo RANTES IN 1.1 e a susceptibilidade a infeccées na doenga falciforme.

Para avaliar o padrao de heranca genética entre os SNPs rs16969415 e
rs17809012 (Eotaxina -426 e -384, respectivamente) e os SNPs rs rs2280789 e rs2107538
(RANTES IN1.1) foi aplicado o teste de desequilibrio de ligacdo (DL). As analises mostram
que os SNPs rs2280789 e rs2107538 no gene CCL5 estdo em DL, uma vez que, o
coeficiente D’ (coeficiente de medir o DL) varia de 0 a 1 (ou 0-100%), e o valor do D’ foi de
96% (significativo). Esses dados mostram que os dois SNPs rs2280789 e rs2107538 no
gene CCL5 mantém o padrdo de heranca semelhante entre si (sdo co-herdados juntos),

demonstrando uma segregacdo dependente. No entanto, os SNPs rs16969415 e
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rs17809012 no gene CCL11 ndo estdo em DL (D’ em 0,56%), portanto ndo apresenta uma

segregacao dependente e sim uma segregacao independente.

Este € o primeiro estudo que investigou os polimorfismos nos genes CCL5
(RANTES) e CCL11 (Eotaxina-1) em criancas portadoras de anemia falciforme no Brasil.
Nossos dados sugerem uma possivel associacdo do polimorfismo rs2280789 (IN 1.1

C->T) da quimiocina RANTES a infecgéo pulmonar observada na doenca falciforme.
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6) CONCLUSOES

-Foi observada uma freqténcia de 1,3% para o gendtipo GA do SNP rs1129844
(Eotaxina 67 G—>A), de 13% para o perfil heterozigoto CT correspondente ao SNP
rs16969415 (Eotaxina -426C->T) e 37% de heterozigotos para o SNP rs2280788
(RANTES -28C"G) na populagao brasileira investigada;

Foi encontrada uma frequéncia de 14,6% (23/157) para o polimorfismo
rs17809012 (Eotaxina -384A->G), de 5,1% (3/156) para o rs2107538 (RANTES -403G—>A)
e 71,7% (112/156) para o rs2280789 (RANTES in 1.1 C>T);

- Os polimorfismos dos rs2107538 no gene CCL5 (RANTES) e rs17809012 no gene
CCL11 (Eotaxina-1) nao mostraram associacdo com as complicagdes pulmonares: asma,
sindrome toracica aguda e infeccao pulmonar;

- O alelo C>T (RANTES IN 1.1) estd associado como fator de risco para o

aparecimento de infecgdes pulmonares em criancas portadoras de anemia falciforme.
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8) ANEXOS

Estudo de Polimorfismos nos Genes CCL5 e CCL11 Associados a Complicacées

Pulmonares em Criancas Portadoras de Anemia Falciforme

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CRIANCA

Eu, declaro ter recebido todas as informacbes

relativas a pesquisa “Estudo de Polimorfismos nos Genes CCL5 e CCL11 Associados a Asma em Criangas
Portadoras de Anemia Falciforme”. Como responsével pelo menor

autorizo a coleta de 1 tubo de 2ml contendo EDTA que serao utilizadas nesse estudo.
Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar o menor (acima citado) a participar do estudo ou retirar meu consentimento
em qualquer fase deste, sem penalizacdo ou prejuizo da continuidade do tratamento.

2- Garantia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o seu decorrer.

3- Garantia de sigilo que assegure a privacidade do menor (acima citado) quanto aos dados confidenciais
envolvidos no estudo, quando da sua divulgacao ou publicagao cientificas.

4- Garantia de acesso ao responsavel pelo estudo e ao respectivo comité de ética institucional, quando
necessario.

Portanto, permito a participacdo do menor (acima citado) no estudo autorizando a equipe responséavel, a
manipulacao dos dados e ao armazenamento de material bioldégico. As amostras sé serdo utilizadas em
estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Dr2 Carla Penteado (19) 7810-7419; Liciana Furigo (19) 8819-5154.
Consentimento para participagao no estudo:

Paciente

Pesquisador responsavel

Impressao Digital

Testemunha
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O smyjeito da pesquisa tem = Tiberdade de Tecusar-se a participar ou de retirar seu
consengimento e quitiqnier fase dn-pesquise; sem penalizecio algome e sem prejuizo sor seu
cuidado (Res. CNS 196/96 - mmmmmmmdmmdsw
Livre » Esclarecido, na futegra, por ele assingde (Ttem IV.2.4). .

Peaquisador deve desenvolver a pesqoise conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente aphs andlise das rxdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovis (Res. CNS Tom IIL 1.2}, excoto quando perceber risco ou dano i provisto a0 sujeito
participante ou quando comstater o superioridade do regime oferecido & um dos grupos de
pesquisa (Tiem V.3.).

QWMuMhWGMMMMquMn
mmﬂ&mmcﬂsmwlgmmwmm
imediatas adequadas frente a evento advarso grave ocorrido {mesmo que teokia sido em ontro
m)ommumummhww ANVISA -
e MM apresentadas ao CEP de

Eventuais ou emendas w0 pratocole devem ser 80
firma clara ¢ sucinta, identificando 2 parte do protocolo a ser modificads e suas justificativas.
Em caso de peajeto do Grapo 1 ou IT apresentados snteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
MMﬂMMIMMMomm&mm

serem juntadas a0 protocolo inicial (Res. 251/97, ltem 1. 2.0}

Relatéeios parciais ¢ final devem ser upreseniados ao CEP, de acordo com 03 prazos
estabelecidos na Resoluglio CNS-MS 196/96,

VIL- DATA DA REUNIAC.

Homologado ma I Reunilio Ordindrin do CEHP/FOM, em 27 de setenibro dis 2011.

Combtl) do Difzg e - TEBCARDE

wuda
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1-DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL : N°, 0482011

Titule de Frajeto: Estudo de polimarfismos nos genes CCLS @ CCL11 assoclados & asma em
Instituigie Solicitante: Fundagiio Hematologia e Hemeterapia de Pemambuoco- HEMOPE
¢ Faculdade de Ciénclas Médicas de 8o Paulo-UNICAMP

Jdentidade: 43013194 CPF:318.284.078-95 Telefone: 19- 8819-5154

CEP: 13084-130

Co-orientador: Dr. Femando FereiraCosta =~
~Respumsivel téenico da Fundaghe Hemope: Dr. Marcos André Cavaleanti Bezerra

Local de Desenvolvimente de Projeto: Divetoria de Hemstologia- UNILARE- Labosaticio

ds Hemoglobinopatiss ¢ Laboratério de Hemoglobina & Gesoma do Hemocentro da
UNICAMP -

z-mmﬁmwmmn?;;

(Iw Geral: Analisar p m ’uﬂm 3 gones CCLS (EAN']'M
CCL11 M}:WMMM#H)WM&
anemia falciforme, que estlio em tratamento 10 Servige de Homatologis  Hamoterapia.

3 - PARECER DO RELATOR: O Comité de ftion em Pesquisa do Hemope (CEP), em
cumprimento 4o dispositivos da Resoluclis 196/96 e complementares, apSs acatar as
consideragbes do relstor, membro desta Comits, relativamente &8 sxiglneiss apontades no
Pavecer n°. 0482011, sonsiders APROVADOQ o protocolo de pesguisa supracitadi, ums vez
goe esic nfic celide, aparcniemente com os principios hisicos dn bibétics — & n@o
maleficineds, a bemefioénoin, 8 mutonomis ¢ a justica, além do sigilo.

4 - INFORMACOES COMPLEMENTARES; .

* O sujeitc da pesquise tem & Hberdatls de recusarse a paticipar on mefimr seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem f0 seu culdado (Res.
196/96 ~— ftam IV.1.0), devendo receber nma cdpis do Termo de Comsentimento Livre”

.- = Esclarecida, por el assinddo (fitm IV 2.4).

* O pesquissior deve desemvolver a pesquisa conforme delinesda no protocolo
sptovado e desoontinuar 0 estudo somente apds serem analisades as razSes da
descontinuidade, pele CEP, que o aptovou (Res. CND Tem 11T, 1.2}, exceto quanda
perceber zisco ou demo nilo previsty ao sujeito participante ou, quande consbitar a
superiodidads do regime oferecide 2 :um dos grapos de pesquisa (Hem V.3).

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevanies que
altorem o curso normsl do estodo (Res. CNS Bem VA). B papel do pesquisador
assegurar medides imedistas adequadas frente a svento adverso grave, ocorrido —
mesmo que fenha sido em ovlro centre e envisr notificagiio so CEP ¢ ANVISA,
com o'5en posicionarnents. '

Fundaglo de iogia & Hemoterapia de Pemamiucs - Comiié de Efica em Pesquiss -

Rua Josquim Nabioss, m-mgsa-:mm
GO B = A
o et Fe

T . eacia ———
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mamm&m mmmmmw(h
25197, Hem 11L2.€).

= Relathrios pareial ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0%
manmm

Fundag&o de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Comité de Etica em Pesquisa
Rua Joaquim Nabuco, 171, Gragas, Recife - PE - CEP: 52011-000

cep.hemope@gmail. com- ehca@hemope pe.gov.br - Fone: (81) 3182-4771
Fax: {81) 3182-4660




