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Resumo

As Ulceras maleolares (UMs) sdo manifestacdes cutaneas frequentes na anemia
falciforme (AF). Cursam com alta taxa de recorréncia, retardo na cicatrizacdo e maior
probabilidade de tornarem-se cronicas. Os mecanismos desencadeantes envolvem
episddios hemoliticos e vaso-oclusivos, e mais recentemente, foram apontados
polimorfismos em genes regulatorios da via do TGF-B como contribuintes deste
processo. Polimorfismos nos genes que regulam esta via mostram-se alvos
moleculares promissores na elucidagcao da fisiopatologia das UMs. Com isso, N0SSo
objetivo foi investigar a relacédo de polimorfismos nos genes SMAD7 e SMURF1 na
ocorréncia de UMs em pacientes com AF. O estudo foi realizado em duas coortes
independentes, composta por 331 pacientes de Pernambuco (131 com UM e 200 sem
UM) e 197 pacientes do estado do Rio de Janeiro (108 com UM e 89 sem UM). As
genotipagens dos polimorfismos SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G) (rs219825)
foram realizadas por PCR em tempo real. Empregando o modelo de analise recessivo,
foi encontrada associacdo entre os homozigotos variantes (TT; GG) e a maior
ocorréncia de UM nos pacientes das duas coortes avaliadas, para SMAD7 e SMURF1
em Pernambuco (P=0.001 e P=0.050) e Rio de Janeiro (P=0.029 e P=0.006).
Ademais, avaliando a coorte de Pernambuco os pacientes com gendtipo TT
apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento das UMs (70%) em relacdo aos
com gendétipos CC + CT (45%) (P<0,0001) para a SMAD7, e os pacientes com
gendtipo GG para SMURF1 apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento das
UMs (65%) em relacdo aos gendtipos CC+CG (46%) (P=0.009). Sumariamente,
nossos resultados mostram que os polimorfismos estudados estdo envolvidos na
ocorréncia das UMs nas coortes de pacientes com anemia falciforme, mostrando-se
como potenciais moduladores fenotipicos na doenca falciforme.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Ulceras maleolares; Polimorfismos; TGF-p.



Abstract

Leg ulcers are one of the most common clinical manifestations of sickle cell anemia
(SCA). They present a high rate of reoccurrence, delayed wound healing and a higher
probability of becoming chronical. The triggering mechanisms involve hemolytic and
vaso-occlusive episodes, and polymorphisms in regulatory genes of the TGF-3
pathway were identified recently as contributors of this process. Polymorphisms in
genes that regulate this pathway are considered as promising molecular targets in the
elucidation of the pathophysiology of leg ulcers. Therefore, our aim was to investigate
the relationship of the polymorphisms in SMAD7 and SMURF1 genes with the
occurrence of leg ulcers in patients with SCA. The study was conducted in two
independent cohorts consisting of 331 patients from Pernambuco (131 with leg ulcer
and 200 without leg ulcer) and 197 patients from Rio de Janeiro (108 with leg ulcer and
89 without leg ulcer). The genotyping of SMAD7 C>T (rs736839) and SMURF1 C> G
(rs219825) were performed by real time PCR. Using the recessive model of analysis,
we found an association between homozygous variants (CC; GG) and the higher
incidence of leg ulcers in patients from the two evaluated cohorts for SMAD7 and
SMURF1 in Pernambuco (P = 0.001 and P = 0.050) and Rio de Janeiro (P = 0.029 and
P =0.006). Moreover, assessing the cohort of Pernambuco, patients with CC genotype
had a higher rate of leg ulcers development (70%), compared to those with CC + CT
genotypes (45%) (P <0.0001) for SMAD7, and patients with GG genotype for SMURF1
showed a higher rate of development of leg ulcers (65%) compared to CC + CG
genotype (46%) (P = 0.009). In summary, our results demonstrated that the studied
polymorphisms are involved in the occurrence of leg ulcers in cohorts of patients with
sickle cell anemia, showing up as potential phenotypic modulators of sickle cell
disease.

Key words: Sickle cell anemia, Leg ulcers, Polymorphisms, TGF-[3.
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1. Introducéo

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia autossémica recessiva de
distribuicdo mundial, resultante de uma mutacé&o pontual no gene da globina beta.
Essa mutacéo € suficiente para modificar a sintese da hemoglobina A normal (HbA),
para a sintese de uma hemoglobina anormal, conhecida como hemoglobina S (HbS).
Em condicbes de estresse, como diminuicdo do pH e da biodisponibilidade de
oxigénio, desidratacdo e baixos niveis da Hb fetal (HbF), a HbS polimeriza. Decorrente
deste fendbmeno, as hemacias tornam-se rigidas e susceptiveis a hemodlise,
culminando nos eventos vaso-oclusivos e crises hemoliticas frequentes nos pacientes
com AF.

Por oclusdo dos vasos sanguineos, as células falcizadas causam leséo
vascular, seguida de inflamacéo local e ativacao das células endoteliais. A gravidade
destes processos varia entre 0s pacientes, e sua complexidade inclui a coexisténcia
com alfa talassemia, os haplétipos ligados ao cluster da globina BS e a concentracédo
da hemoglobina fetal (HbF).

Algumas das complicacbes clinicas comprometem consideravelmente a
gualidade de vida dos pacientes. Dentre elas, estao as Ulceras de membros inferiores
ou Ulceras maleolares (UM). Desenvolvem-se em areas com reducdo do tecido
subcutaneo, pele fina, e com diminui¢do do fluxo sanguineo. As regides mais afetadas
séo as por¢cdes de maléolo medial e lateral (tornozelos), muitas vezes tornando-se
circunferencial se nao for controlada precocemente.

A variabilidade na ocorréncia das UM, pode sofrer influéncia do meio ambiente,
das condi¢bes sociais e por diferencas genéticas. O curso patologico segue
paralelamente com os fendmenos cronicos de hemalise intravascular. O aparecimento

das lesbes, por muitas vezes decorre de traumas ou de forma espontanea. A leséo
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ainda pode ser agravada pela colonizacao de bactérias, e em alguns casos, pequenos
procedimentos cirdrgicos podem retardar o0 processo de cicatrizacdo. O
desenvolvimento de um mecanismo reparador tecidual pos-traumatico envolve
citocinas fundamentais para alcancar a cicatrizagcdo. Neste contexto, destaca-se o
papel da via do fator transformador do crescimento do tipo beta (TGF-B).

O TGF-B € uma citocina pleiotropica com atuagdo importante na regulacao do
processo de cicatrizagao, reepitelizacéo, inflamacéo local e formacéo de granulacéo
do tecido. O mecanismo para estimulacéo dessas fun¢des depende da interacéo do
TGF-B com seus respectivos receptores localizados na superficie celular. O sinal
emitido desencandeara a ativacdo de diferentes vias de sinaliza¢es intracelulares,
ativando genes inflamatorios e reparadores. Proteinas SMADs e SMURFs estdo
estritamente interligadas na regulagéo das funcdes do TGF-3, exercendo um feedback
positivo e negativo que servirdo de controle na expressao dos genes envolvidos no
microambiente celular.

Entretanto, é necessaria que toda a via de sinalizacdo do TGF- atue de forma
equilibrada. Polimorfismos de um unico nucleotideo (do inglés, single nucleotide
polymorphisms - SNPs) que desregulam a funcao das proteinas integradoras da via,
vém sendo estudados com a finalidade de elucidar motivos desconhecidos do
agravamento e surgimento espontaneo das Ulceras.

A via de ativacdo do TGF-B parece exercer um papel fundamental na
cicatrizacdo das Ulceras em pacientes falciformes. Portanto, investigar o papel de
SNPs nos genes SMADs e SMURFs pode nos fornecer caminhos para esclarecer
mecanismos fisiopatologicos das UM. Estudos de associagcdo sdo necessarios para a

compreensao da variabilidade genética nesta doenca.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Anemia Falciforme

2.1.1 Etiologia e epidemiologia

A anemia falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia decorrente de uma mutacao
pontual, na qual ocorre a substituicdo de uma adenina por timina (GAG —-GTG) na 62
posi¢cao do gene da B-globina localizado no cromossomo 11p15.15. Por conseguinte,
ocorre a troca do aminoacido acido glutamico pela valina levando a formacéo de uma
hemoglobina anormal, a hemoglobina S (HbS) (Frenette & Atweh, 2007; Steinberg &

Sebastiani, 2012).

Segundo dados do Ministério da Saude no Brasil, a prevaléncia estimada da
AF é de 25.000 a 30.000 casos, com incidéncia de 3.500 novos casos por ano,
ocorrendo predominantemente, entre afro-descendentes (Brasil, 2012; Soares et al.,
2014). No Brasil, estima-se que 5-6% da populacéo brasileira, seja portadora do alelo
BS e que, a cada ano, nascem entre 700-1000 criancas portadoras da AF (Lyra et al.,
2005; Cancado & Jesus, 2007).

Devido ao processo historico de colonizacdo do Brasil, ha uma distribuicdo
heterogénea do gene B° no pais, dependendo da composicéo negroide ou caucasoide
da populacéo. Assim, a prevaléncia de heterozigotos para a HbS é maior nas regioes
norte e nordeste (6% a 10%), enquanto nas regides sul e sudeste € em torno de 2%
a 3% (Cancado & Jesus, 2007).

De acordo com dados do Ministério da Saude, estima-se 0 nascimento de uma
crianca com AF para cada mil recém-nascidos vivos (Cancado & Jesus, 2007). No Rio
de Janeiro, por exemplo, ha estimativa de 4% de portadores assintomaticos da HbS

na populacdo e o nascimento de uma crianca com doenca falciforme (DF) a cada
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1.200 nascimentos, 0 que equivale a existéncia de mais de 13 mil individuos com DF
no Estado (Cancado & Jesus, 2007). No estado de Pernambuco, um em cada 23
recém-nascidos vivos possui o traco falciforme e um em cada 1.400 (1:1400) nasce

com a doenca falciforme (Soares et al, 2014).

2.1.2 Modulacao genética da diversidade fenotipica

Embora a AF resulte da homozigose para HbS, fenotipicamente, essa doenca
apresenta-se de forma heterogénea, de modo que, diferentes pacientes podem
apresentar evolugdes clinicas significativamente distintas. Isso se deve ao fato da
influéncia de moduladores genéticos que proporcionam quadros clinicos variantes.
Dois principais moduladores ja bem estabelecidos séo os haplétipos B e a co-heranca
com a talassemia alfa (a) (Lapouniéroulie et al., 1992; Rees & Gibson, 2011; Higgs,

2013).

Os hapldtipos séo padrdes de sitios polimorficos do DNA ligados ao complexo
da B-globina que surgiram independentemente em pelo menos cinco diferentes grupos
populacionais, e foram denominados de acordo com a regidao de maior prevaléncia
(Lapouniéroulie et al., 1992). Sdo utilizados como marcadores de caracteristicas
genéticas em cis, herdadas juntamente com o gene BS, podendo influenciar a
expressao dos genes y-globina, e consequentemente, os niveis de HbF (Steinberg et
al., 1995). A manutencéo de niveis aumentados da HbF em pacientes com AF é de
suma importancia, uma vez que esta hemoglobina tem alta afinidade pelo oxigénio,
exercendo um importante papel de mediador na formacédo dos polimeros de HbS,
impedindo a desoxigenacgéo dos eritrocitos (Steinberg et al., 1995; Akinsheye et al.,

2011).


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22C.+Lapouni%C3%A9roulie%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22C.+Lapouni%C3%A9roulie%22
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Os haplétipos sdo designados de Benin (BEN), Bantu ou Republica Central
Africana (CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM) e Arabe-Indiano ou Saudi-Arabe
(ARB ou SAU) (Pagnier et al., 1982; Rusanova et al. 2011). Portadores de AF e
haplétipo SEN ou ARB apresentam niveis elevados de HbF (>15%), desenvolvendo
assim uma forma clinica mais branda da doenca, ja pacientes que apresentam
haplotipo CAR (ou Bantu) desenvolvem um curso clinico mais grave, por cursarem
com niveis diminuidos de HbF (< 5%), e, pacientes que possuem o haplétipo Benin
apresentam quadros clinicos intermediarios (Steinberg 2005; Cajado et al. 2011).

Bezerra e colaboradores (2007), em um estudo envolvendo 74 pacientes com
AF no estado de Pernambuco, encontraram o haplétipo Bantu (ou CAR) como 0 mais
prevalente na populacdo, correspondendo a 81,1% seguido do hapl6tipo Benin com
14,2% (proporgdes apresentadas na figura 1). Domingos e colaboradores (2014),
analisando a associacao de moduladores genéticos com o risco de desenvolvimento
de AVC em 261 pacientes com AF do estado de Pernambuco, encontraram o haplétipo
CAR associado a um maior risco no desenvolvimento de complicacdes

cerebrovasculares (Domingos et al., 2014).
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Figura 1 - Padrdes de distribuicdo dos haplétipos B na Africa e em alguns estados do Brasil. As
setas indicam os locais de origem e destino.

Alipicos
Bantu
Benin
Camardes
Senegal

Fonte: Dal-Ri Lindenau, 2009.

Os dados disponiveis relacionados a frequéncia dos haplotipos no Brasil
mostram uma predominancia do haplotipo CAR em diferentes estados como Bahia,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Para e Rio Grande do Sul (Figueiredo et al.,
1996; Bezerra et al., 2007; Fleury, 2007; Silva et al., 2014). Fatores historicos da
migracdo de escravos originarios da Africa no século XIX, é o responsavel pela
distribuicdo dos haplotipos no Brasil. Os relatos historicos do periodo de colonizacao
relatam o Rio de Janeiro como principal distribuidor de escravos. Desta forma, o
haplétipo CAR tem uma frequéncia representativa no Estado com 54,0% seguido do

BEN com 44,6% (Fleury, 2007).
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Tomando conhecimento da importancia da HbF na evolucdo clinica dos
pacientes com AF, esta passou a ser o principal alvo de estudos farmacoldgicos, em
gue foi descoberto o uso terapéutico da hiroxicarbamida ou hidroxiureia (HU).
Comumente utilizado em neoplasias mieloproliferativas cronicas, foi observada a
capacidade de atuar no controle da divisado celular mantendo os niveis de sintese da
HbF elevados na fase adulta nos pacientes falciformes (Steinberg, 1998; Conran &
Costa 2009). Seus efeitos sdo associados com diminui¢éo dos eventos de dor e vaso-
oclusdo, dos episddios de priapismo e sindrome toracica aguda (Steinberg, 1998;
Steinberg et al., 2013).

Outro importante modulador da variabilidade fenotipica na AF, é a co-heranca
com a talassemia alfa (o) (Hassan et al., 2014). Ocorre quando ha diminuicdo ou
auséncia de sintese das cadeias globinicas alfa (o) da molécula de hemoglobina,
podendo ser decorrente de delecGes ou mutacdes pontuais nos genes ol e /ou a?. A
talassemia o' ou o é caracterizada pela perda de dois genes o no mesmo
cromossomo (--/aa) €, a talassemia o ou o é representada pela perda de um dos
genes a em pelo menos um dos cromossomos (-a/aa) (Higgs, 2013). Dentre as causas
de talassemia alfa, a o> mostra-se como mais frequente, apresentando dois tipos de

delecbes, a de 3.7Kb e de 4.2Kb (Dodé et al., 1993).

A relacéo da talassemia alfa com a AF tem como consequéncia a reducéo do
volume corpuscular médio (VCM), menor grau de hemolise e consequentemente,
menor numero de reticuldcitos, conferindo assim uma melhora nos parametros
hematoldgicos da doenca quando observamos as manifestagdes clinicas decorrentes
de processos hemoliticos, como as ulceras de perna (Hassan et al., 2014; Kato et al,

2006).
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Entretanto, os beneficios acarretados por esta co-heranca, sobretudo na
reducdo da concentracdo de hemoglobina intracelular (incluindo as moléculas de
HbS), ainda n&o estdo completamente estabelecidos. A partir do momento em que
ocorre a diminuicdo da concentracdo de cadeias alfa-globinicas, h4 uma resposta
compensatoéria do organismo, sendo necessario aumentar a producao das células
vermelhas. Diante disso, 0 sangue destes pacientes torna-se mais concentrado e
viscoso, fato que provoca uma maior frequéncia de episédios dolorosos e recorrentes
crises vaso-oclusivas (Kato et al., 2007). O aumento da viscosidade sanguinea
provoca elevagédo da pressao intramedular, comprometendo a microcirculagdo nos
0ss0s, levando a hipdxia e infarto na superficie articular, favorecendo o aparecimento

de osteonecrose (Ballas & Marcolina, 2005; Shah et al., 2015).

Desse modo, a co-heranga com a alfa talassemia pode conduzir a
manifestacbes fenotipicas distintas, que devem ser analisadas individualmente, de

acordo com o quadro clinico apresentado (Hassan et al., 2014).

2.1.3 Fisiopatologia e as manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas nas doencas falciformes, derivam primariamente da
anormalidade molecular representada pela HbS. As moléculas de HbS quando
desoxigenadas, se organizam em longos polimeros de filamentos duplos, que por sua
vez se associam em feixes com um duplo filamento central. A deformag&o mais
conhecida é provocada por feixes de polimeros se organizando paralelamente, dando
a hemacia uma forma alongada conhecida por “hemacia em foice” ou “falcizada”

(Connes et al., 2015).
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Os efeitos destas alteracBes levam a um desequilibrio fisico-quimico na
hemacia, promovendo diminuicdo no efluxo de potassio, aumento do célcio
intracelular e a interrup¢éo da ligacdo da membrana com proteinas do citoesqueleto,
em especial da banda 3, causando a exposicdo de moléculas da membrana celular

como fosfatidil-serina (FS) figura 2 (Frenette & Atweh, 2007; Zago & Pinto, 2007).

Figura 2 - Alteracao estrutural de eritrocitos com hemoglobina S. A desoxigenacao da Hb S induz
uma alteragdo conformacional, na qual ha formagao de polimeros que perturbam o citoesqueleto
dando origem a caracteristica de hemécia em foice. A interrup¢éo da ligacdo da membrana com o
citoesqueleto resulta na exposicdo de epitopos de proteinas transmembranar, e na composicao de
fosfatidilserina (FS) entre o interior e o exterior da célula.
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Fonte: Adaptado: Frenette & Atweh, 2007

Em condi¢des normais, as hemacias tém a capacidade de deformabilidade que
Ihes permite circular através de vasos estreitos, carregando o Oz para todos os tecidos
do corpo. Entretanto, quando a HbS sofre desoxigenacdo, a valina hidrofébica
(presente no lugar do acido glutamico polar) é exposta na superficie da cadeia S,
levando a polimerizacao da HbS por meio de interacdes hidrofébicas e a falcizacéo
das hemacias. O fenbmeno de falcizacdo tem condicionantes que o facilitam ou

dificultam. Para que as moléculas de HbS se agreguem é necessario que, além de
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desoxigenadas, estejam em elevada concentracdo o que facilita sua associagéo
(Ballas & Mohandas, 2004).

As mudangas moleculares que ocorrem no interior da célula levam a alteragfes
gue se amplificam provocando o aumento da adesdo de hemécias ao endotélio,
desencadeia fenbmenos inflamatérios com participagédo dos granuldcitos e plaquetas.
A fragilidade da membrana diminui o tempo de vida da célula, e exacerba a hemolise,
com consequente diminui¢cdo do oxido nitrico (Kato et al., 2009; Manwani & Frenette,
2013).

O 6xido nitrico (ON) € um gas produzido pelo endotélio vascular, sendo um
potente regulador do tébnus da musculatura lisa dos vasos, figura 3. Devido a hemdlise
cronica, altos niveis de hemoglobina plasmatica circulante e arginase, enzima
envolvida na produgéao do ON, consomem e diminuem a producéo do ON. A deplecéo
do ON exacerba o fenbmeno de vasoconstricdo, que por sua vez, retarda o fluxo
sanguineo e favorece a falcizacao das hemacias. (Kato et al., 2006; Kato et al., 2007,
Claudino & Fertrin, 2012; Fens et al., 2014).

Além de produzir ON, as células endoteliais liberam endotelina-1, um peptideo
pré-inflamatério e vasoconstritor. Além da acdo vasoconstritora, esse peptideo
aumenta as concentracdes de VCAM-1 e ICAM-1 (moléculas de adesdo) sollveis e
também estimula mondcitos a secretarem citocinas inflamatérias, como interleucinas
(IL) 1, IL-6, IL-8 e TNF-a além de substancias que aumentam a produgdo de
superoxidos pelos neutrdfilos que séo ativados (Kato et al., 2005; Lanaro et al., 2009).

As plaquetas também sdo estimuladas pela presenca dessas citocinas
inflamatérias, e liberam multimeros de von Willebrand que favorecem a ligagao entre

plaguetas, endotélio e o eritrocito falciforme. Toda essa interacdo de células e
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endotélio, culmina na nos eventos vaso-oclusivos frequentemente observados na AF

(Manwani & Frenette, 2013; Zhang et al., 2016).

Figura 3 — O papel da hemdlise na disfuncéo vascular na anemia falciforme. Este modelo descreve
algumas das vias ativadas em doenca falciforme, incluindo hemodlise intravascular e o consumo de NO
pela hemoglobina extracelular. (A) Hemoglobina livre no plasma inativa NO, gerando metemoglobina e
nitrato inerte. (B) Arginase no plasma consome L-arginina e converte em ornitina, esgotando a sua
disponibilidade para a produgdo de NO. (C) LDH também liberado da hemacia serve como um marcador
para a magnitude da hemolise e liberacéo da arginase. NO também é consumida por espécies reativas
de oxigénio, originadas pelos altos niveis de atividade da xantina oxidase e atividade da NADPH
oxidase observada na doenca falciforme. Como resultado final, h& diminuicdo da biodisponibilidade do
NO contribuindo com a vasoconstricdo, culminando dos eventos patolégicos, como priapismo,
hipertenséo pulmonar, acidente vascular cerebral e Ulceras de perna.
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Fonte: Adaptado de Kato et al., 2009.

Diante deste perfil, a AF apresenta um quadro inflamatorio crénico exacerbado
por episédios agudos que se interligam e se retroalimentam com a hemolise, formando
um ciclo inflamatério permanente (Sparkenbaugh & Pawlinski, 2013). Apesar da
inflamacdo crénica associada a AF ser usualmente considerada decorrente dos
episodios de vaso-oclusdo, ha contribuicdo efetiva dos eventos hemoliticos.
Marcadores de hemodlise como a lactato desidrogenase (LDH), bilirrubina indireta e

niveis de reticuldcitos, foram correlacionados como sendo fatores risco presentes em
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pacientes com priapismo, acidente vascular cerebral e com ulceras maleolares (Kato
et al., 2006; Taylor et al., 2008; Nouraie et al., 2013; Mikobi et al., 2015).

Portanto, a AF cursa de forma cronica marcada por episédios agudos que
comprometem a qualidade de vida dos doentes. Durante anos, a isquemia e a
hemodlise crdnica promovem lesdes progressivas em 6rgdos como pulmao, coragao,
cérebro, rim e outros érgdos (Rees et al., 2010). Durante a infancia os pacientes com
AF cursam, em alguns casos com uma clinica branda, onde as lesdes sO se
manifestam na fase adulta (Quinn et al, 2004). Os danos aos 6rgaos podem ser
sintomaticos ou silenciosos, episddicos ou progressivos. Hipertensdo pulmonar,
osteonecrose, disfungdes cognitivas decorrentes de acidente vascular cerebral e
Ulcera de membros inferiores, sdo exemplos de algumas das complicacdes crénicas
graves da AF (Steinberg, 1999; Nouraie et al., 2013).

Portanto, ndo ha um evento Unico responsavel pelas manifesta¢ées clinicas na
AF. Nas ulceras maleolares, a hemdlise e a vaso-oclusdo contribuem no surgimento
da lesdo sendo agravada ainda por fatores externos e alteracdes genéticas que

impedem a rapida cicatrizacdo (Kato et al., 2007; Nouraie et al., 2013).

2.2 Ulceras Maleolares

A Ulcera maleolar ou Ulcera de membros inferiores (UM) é uma das
manifestacées cutaneas da anemia falciforme mais comum. Ocorrem em areas com
menos gordura subcutanea, pele fina, e com diminuicéo do fluxo sanguineo. Os locais
mais comuns sdo o maléolo medial e lateral (tornozelos), muitas vezes tornando-se
circunferencial se ndo for controlada cedo. Locais menos comuns de acometimento
séo a regido anterior da tibia, dorso do pé e tend&o de Aquiles (Serjeant et al., 2005;

Minnit et al., 2010, 2013).
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Ocorrem entre 8% a 10% dos pacientes homozigotos para a HbS na América
do Norte, atingindo percentual maior que 50% em pacientes que residem em areas
tropicais. A causa exata do surgimento do processo ulcerativo ainda ndo esta clara,
mas ha um consenso de que seu surgimento € multifatorial (Serjeant et al., 2005;
Paladino, 2007).

A cicatrizagdo da Ulcera é lenta, evoluindo por meses ou anos. A pele que
recobre a regido cicatrizada é fina, despigmentada e atrdéfica, particularmente sujeita
a ulceracéo recorrente. A qualidade de vida dos pacientes que desenvolvem essas
lesdes é comprometida. Os efeitos sociais e educacionais refletem-se no abandono
escolar e maior indice de desemprego, gerando dificuldades sociais e familiares,
principalmente em paises em desenvolvimento (Serjeant et al., 2005).

Ha duas formas distintas para o surgimento das lesdes: alguns pacientes
apresentam historia prévia de traumas com infeccdo secundéaria e culminam na
abertura da Ulcera; em outros, espontaneamente surge area dolorosa em pele ainda
normal, seguida de edema e vermelhiddo, evoluindo rapidamente para leséo
(Steinberg, 2008; Minnit et al., 2010).

As UM podem ser classificadas quanto aos indices de gravidade, em que séo
baseados no tamanho, intensidade e duracdo. As fases de formacgéo da ulceracao

podem ser descritas em quatro principais estagios (Minniti et al., 2010):

Fase 1: formacao de eritema na pele intacta. Quando ha leséo, ja se inicia o processo
de ulceracao da pele. Em individuos com pele mais escura pode ocorrer descoloracao

da pele na regiao; calor, edema e endurecimento também podem ser indicadores;
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Fase 2: diminuicdo da espessura parcial da epiderme, derme ou envolvendo as duas.
A Ulcera é superficial e apresenta-se clinicamente como uma bolha ou uma cratera

rasa,

Fase 3: Perda total da espessura da pele, envolvendo danos ou necrose do tecido
subcutaneo que pode se aprofundar, mas ndo completamente, envolvendo a fascia
muscular. A Ulcera se apresenta clinicamente como uma cratera profunda com ou sem

prejuizo do tecido adjacente;

Fase 4: Perda da espessura total da pele, com extensa destruicdo, necrose dos
tecidos ou danos ao musculo, 0sso ou estruturas de suporte (por exemplo, tendéao e

capsula articular).

Figura 4 — Imagens de Ulceras maleolares de pacientes com anemia falciforme acompanhados na
Fundac&o Hemope em 2013.

Fonte: Fotos cedidas por Carolina Sanuzi.

De acordo com sua duracao, as Ulceras podem ser classificadas em agudas ou
cronicas. Entretanto ndo ha uma definicho consensual que defina um periodo
especifico para a cronicidade, aceitando-se, de modo geral, aguda quando ha

cicatrizagdo em menos de um més, e cronica com duracdo acima de 2 meses, ndo



28

sendo rara a permanéncia desta por varios anos em fenémeno continuo de
cicatrizacéo e reabertura (Minniti et al., 2010).

As Ulceras espontaneas surgem em areas da derme que sofrem sucessivos
guadros de hipoxia tecidual e danos ao endotélio. Crises hemoliticas provocam
diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico, vaso-oclusdes recorrentes resultam
em infarto tecidual e necrose, além das infec¢des bacterianas. Com o avanco do
processo inflamatorio, ha degradacdo da derme e a Ulcera se instala. Sem o
tratamento devido, a capacidade de cicatrizacdo da pele é afetada, e a lesdo torna-se
cronica (Ladizinski et al., 2012).

Com o objetivo de esclarecer a fisiopatologia da microcirculacdo e as
caracteristicas histopatolégicas dessas lesfes, Minniti e colaboradores (2013)
realizaram um estudo com 18 pacientes com anemia falciforme que apresentaram
Ulceras ativas. Foram utilizadas técnicas de captura de imagem a laser, para
acompanhamento da microcirculacao, e bidpsias para estudo histolégico.

A biopsia foi realizada em Ulceras ativas com até quatro semanas de duracao,
livres de infeccdo. Os achados mostraram que a base da UM é formada por tecido de
granulagdo com infiltrado inflamatério crénico e regiGes com processo inicial de
cicatrizacdo e espessamento do endotélio. Mudancas epidérmicas com deposicao de
queratina e fibrina em excesso, ocasionando compressdo do lumen de pequenos
vasos e consequente estase sanguinea. H& um processo intenso de
neovascularizacdo com espessamento da parede dos novos capilares e vénulas, com
estase sanguinea e vaso-oclusdo decorrente da auséncia de flexibilidade dos
eritrocitos falcizados (Minniti et al., 2013).

A recorréncia das Ulceras é frequente, e o processo de cicatrizagao € lento e

ainda ndo ha tratamentos definitivos (Minniti, et al., 2010). Os motivos pelos quais elas
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surgem espontaneamente e porque se tornam cronicas, vem sendo esclarecidos por
estudos que avaliam disfungdes nas vias de ativacdo dos genes envolvidos nos
mecanismos de reparo. Mutagbes que descontrolam estas vias podem ser
responsaveis pela cronicidade do processo. A principal via participante na
recuperacao de lesdes, € a via do fator transformador do crescimento (TGF) (Jude et
al., 2001).

Estudos recentes investigam o papel dos genes com fun¢céo na modulacéo de
respostas inflamatorias. Realizando estudos de associacdo de polimorfismos de base
Unica, Nolan e colaboradores (2006) verificaram o envolvimento de polimorfismos na
via de ativacdo do gene TGFB (do inglés, transforming growth factor B) no
desenvolvimento de Ulcera de perna em portadores da DF. Assim como Fertrin e
Costa (2010), também baseados no mesmo principio, relataram em um artigo de
revisdo o envolvimento da via do TGF-8 com as principais manifestacdes clinicas na

AF, ressaltando seu papel na ocorréncia da UM (Fertrin & Costa, 2010).

2.3 Fator Transformador do Crescimento (TGF-B)

O TGF-B é uma citocina pleiotropica com atuacdo importante no curso
patolégico de Ulceras gastricas e de pele. Regula o processo de cicatrizacéo,
reepitelizagao, inflamacéo local e formacéo de granulagéo do tecido (Tanigawa et al.,
2005; Pastar et al., 2010). E uma citocina multifuncional com fortes efeitos sobre o
sistema imunolégico, sendo secretada por diversos tipos celulares: células T,
fibroblastos, células epiteliais e plaquetas (Lawrence,1995).

O mecanismo pelo qual essas fun¢des ocorrem, € dependente de interacédo do

TGF-B com receptores na superficie celular, que desencandeara a ativacdo de
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diferentes vias de sinalizacdo e regulacdo da homeostase em praticamente todos os
tecidos do organismo (Massangué, 1998; Shi & Massangué, 2003). Somente a
molécula ativa é capaz de se ligar ao seu receptor, e este mecanismo representa um
sistema tipico de interacdo ligante-receptor, seguido de transducdo de sinal e
culminando em um efeito biolégico. Existem trés isoformas de TGF-B que séo
codificados por genes distintos: TGF-31, localizado no cromossomo 19g13.1, TGF-2
(1941) e TGF-B3 no cromossomo 14924 (Massagué, 1998).

Os diversos efeitos dos tipos do TGF-B, sdo mediados de acordo com o tipo de
receptor especifico localizado na membrana celular, sendo trés respectivamente:
TGF-BR1, TGF-BR2 e o tipo TGF-BR3. O desequilibrio na producdo do TGF- esta
implicado no surgimento de cancer, doengcas com disturbios fibroticos e processos

inflamatorios (Massage, 1998; Liu & Pravia, 2010; Poniatowski et al, 2015).

2.3.1 Ativacado do TGF-8

TGF-( é sintetizado de uma forma precursora latente que € clivada em sua via
secretdria, em um pro-peptideo amino-terminal e um fragmento carboxi-terminal,
constituindo sua forma madura. Entretanto, o TGF-f maduro ainda permanece
associado covalentemente ao seu pro-peptideo apdés ser secretado. Nesta
configuragcdo, a citocina ndo pode ser reconhecida pelos receptores (Shi &
Massangué, 2003).

Desta forma, o emprega-se o termo “proteina associada a laténcia” (LAP). Um
conjunto de glicoproteinas secretoras, conhecidas como proteinas de ligacdo a TGF-
B-latente, sdo covalentemente associadas a LAP por pontes dissulfeto. Formando

assim, um estoque de TGF-B-latente na matriz extracelular que seréa transformado em
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ativo quando exigido pela célula, sofrendo influéncia de fatores como proteases e

mudancas de pH (figura 5) (Poniatowski et al., 2015).

Figura 5 — Representacdo esquematica das firefentes formas estruturais do TGF-f durante a sintese,
secrecdo e ativacao.
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Fonte: Adaptado de Poniatowski et al., 2015

2.3.2 Via de Sinalizagao do TGF-8

O TGF-B1 é secretado sob a forma de um complexo latente, o qual € incapaz
de interagir com seu receptor, portanto é biologicamente inativo. Ao ser clivado, esse
complexo libera TGF-B1 como uma proteina homodimérica ativa de 25 kDa, com sub-
unidades de 112 aminoacidos (Massagué, 1998).

A via de transducéo do sinal do TGF-f inicia-se com a ligagédo do peptideo TGF-
B ao receptor tipo Il especifico (TGFRII) o qual fosforila e ativa o receptor tipo | (TGFRI)

(figura 6). Estes receptores sdo moléculas transmembranares com dominio de
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serina/treonina cinase (Massangué, 1998). O receptor tipo Il (TGFRIII), conhecido
como betaglicana, ndo tem um papel direto na via de sinalizacdo do TGF-(, por vezes
facilita o acesso da citocina aos receptores do tipo | e Il (Ramirez et al., 2013).

Uma vez o TGF-f ligado aos receptores, ocorrera a formacédo de um complexo
heterotetramérico, com exposi¢do de sitios especificos para ligacdo com proteinas
SMADs. O TGFRI propaga a sinalizacdo através da ativacdo e fosforilagdo de
proteinas citoplasmaticas da familia de R-SMADs (conhecidas como SMADs
regulatorias tipo 2 e 3) em sitio conhecidos como SSXS da por¢do C-terminal que é
conservado em todas as R-SMADs (Laurence, 1995; Massangué, 1998).

Quando fosforiladas as proteinas R-SMAD2 e R-SMADS3 permitem a formacao
de homodimeros (pSMAD2/2 ou pSMAD3/3) ou heterodimeros (pSMAD2/3). A
transducao do sinal € mediada por uma proteina SMAD co-estimulatéria (Co-SMAD),
a SMAD 4. Forma-se entdo um complexo da SMAD 4 com as SMADs 2 e 3, que €
translocado para o nucleo onde ira controlar a transcricdo de genes alvos
(Massangué, 1998).

Entretanto, esta via necessita de regulacao inibitoria, sendo exercida por uma
SMAD inibitéria, SMAD7, que impede a fosforilacdo de R-SMADs e interfere na
formagdo do complexo R-SMAD com a Co-SMAD (Attisano & Wrana, 1998; Shi &

Massagué, 2003; Rubtsov & Rudensky, 2007).
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Figura 6 — Desenho esquematico ilustrando a via de sinalizagdo do TGF-B. Transdugéo de sinal
superfamilia TGF-B/BMP. Ligantes do TGF-f3, se ligam a receptores do tipo I, que, em seguida recrutam
os receptores do tipo | levando a transfosforilagéo de receptores tipo I. Receptor tipo | ativado fosforila
RSmad 2/3, que, em seguida, com o complexo de Smad4, translocam-se para o nicleo onde irdo se
ligar a regibes especificas no DNA, co-estimuladores ou co-repressores de genes alvo. Esta via é
inibida pela I-Smad7 no nucleo, e SMURFL1 no citoplasma.
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Fonte: Adaptado de Rubtsov & Rudensky, 2007.

SMADs possuem estruturas peculiares, que Ihes confere fungdes diferentes.
Sao constituidas por dominios conservados, amino-terminal (MH1) e carboxi-terminal
(MH2), e um dominio central pouco conservado que conecta dominios MH1 e MH2
(figura 7). O dominio MH1 confere as SMADs capacidade de associagdo com o DNA
e interacdo com fatores de transcricdo, enquanto MH2 é importante para formagéo do
complexo SMAD-receptor e confere atividade transcricional. Embora SMAD2 e
SMAD3 compartilhem alta homologia e ambas sejam capazes de responder ao

estimulo gerado pelo complexo TGF-B/receptor ou activina/receptor, existem



34

diferengas funcionais entre as R-SMADSs, que poderiam ser explicadas em parte pela
capacidade de a SMAD3 se ligar ao DNA, enquanto a SMAD?2 apresenta um inserto
em seu dominio MH1 que impede sua interacdo com o DNA (Massangué, 1998;

Wringhton et al., 2009).

Figura 7 — Dominios estruturais das SMADs. Os dominios MH1 da SMAD2 possui uma sequéncia
adicional de 30 aminoacidos, conferindo 66% de homologia com SMAD3. Esta por sua vez, contém na
porcdo Liker uma regido de trans-ativacdo (TA) de ligacdo com MAPK. Enquanto que a SMAD4,
apresenta na por¢do Liker um ponto de sinalizacéo de exportacao do nucleo. Comumente, as SMADs
possuem NLS um sinalizador nuclear, com funcao de importar o complexo para o nucleo da célula. Em
contra-partida, a I-SMAD7, apresenta apenas o dominio MH2, como sendo controlador da fosforilagao.
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“Ligagio com o DNA; *Sitio de fosfoliragao  *Oligomerizagao SMAD; T T
“Interagéo proteina- MAPK; “Ativagao transcricional;  giig de fosforilagdo
proteina *Sitio de ligagao *Interagao com receptor

SMURF
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Co-mediadora
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Fonte: Adaptado de Samanta & Datta, 2012.

2.3.3 Regulacéo negativa da via de sinalizacdo do TGF-B

Aléem das SMADs envolvidas na transducédo da sinalizacéao intracelular dos
ligantes da familia TGF-B ao nucleo, denominados SMADs regulatorias, a via de
sinalizacdo de TGF-B é regulada pelo SMAD7, classificada como SMAD inibitoria (I-

SMAD), que séo induzidas pela sinalizacdo por SMAD, acumuladas no nucleo e
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podem ser entdo exportadas apos estimulo via TGF-. A SMAD7 blogueia a
fosforilagdo dos R-SMADs, interferindo na fosforilagdo de SMAD2/3 pelo receptor tipo
| e na formagéao do complexo R-SMAD/ Co-SMAD. A transcrigdo de SMAD7 é induzida
por TGF-B e mediada pela ligacdo de SMAD3 e SMAD4 na regidao promotora do
SMAD7, este complexo estimula entdo a desfosforilagdo do receptor pelo
recrutamento de fosfatases, representando um mecanismo auto regulatério da via de

sinalizacdo TGF-B, a nivel do citoplasma (Massagué, 1998; Xu et al., 2012).

Outra via auto regulatoria também controla a formag¢ao do complexo no nicleo,
ativada pelas SMURFs, (do inglés SMAD ubiquitination regulatory factor) (Massagué,
1998). As SMURFs séo enzimas que regulam a degradacao de componentes da via
de sinalizagdo de TGF-B pelo sistema de protedlise dependente de ubiquitinacdo. A
ubiquitinacdo das proteinas vem sendo reconhecida como um importante processo de
regulacéo celular. A ligacdo da proteina-alvo a ubiquitina requer a acdo sequencial
das enzimas E1, E2 e E3 ligases, sendo que a capacidade de E3 reconhecer a
proteina-alvo confere uma alta especificidade ao sistema ubiquitina-proteossoma

(Ebisawa et al., 2001; Suzuki et al., 2002).

Assim como as SMADs possuem uma estrutura com regides especificas para
cada funcao, as SMURFs também foram expostas ao processo evolutivo resultado na
conservacao de trés principais dominios (figura 8). A porcdo C2 corresponde ao
dominio C-terminal composta de proteinas quinases C conservada, envolvido na
transducdo de sinal. No meio da estrutura, ha dominios WW mantidos, que séo
responsaveis pela ligagcdo com proteinas SMADSs. E por fim do C-terminal, ha o HECT,
responsavel pela ligagcdo de proteinas de ubiquitinacdo E3 ligases (Suzuki et al.,

2002).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da proteina inibitéria SMURF1.

c2 ww HECT
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Fonte: Adaptado de Suzuki et al., 2002

Via de sinalizacdo SMAD ¢ essencial para a maioria das respostas de TGF-.
Entretanto, existe ainda, uma via alternativa que é ativada mediante ligacdo de
mitdgenos. Também conhecidas como proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPKSs), exercem funcao importante na fosforilacdo das SMADs, com sitios de

ligacdo especificos na porcao linker da proteina (Massagué, 1998).

2.3.4 Papel bioldgico do TGF-B

Os membros da superfamilia do TGF- se assemelham estruturalmente,
compondo 7 residuos de cisteinas altamente conservados, fazem parte: proteina
morfogenética Ossea (BMP, do inglés, bone morphogenetic protein), fator
diferenciador do crescimento (GDF, do inglés, growth differentiation factor), substancia
mullerian inibidora (MIS, do inglés, mdllerian inibiting substance) e inibinas
(Massagué, 1998).

Como protoétipo da familia, o TGF- tem como principal funcéo a de fator de
crescimento onde atua em diferentes respostas bioldgicas, desempenhando
atividades proliferativas e anti-poliferativas, sendo capaz tanto de inibir como de
estimular o crescimento de um mesmo tipo celular, dependendo do microambiente em

gue a célula esta exposta (Massagué€, 2000; Massagué & Xi, 2012; Chen et al., 2012).
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Além da acao na proliferagéo celular, o TGF- € uma das principais citocinas
envolvidas na regulagao da formacgéo e degradacédo da matrix extracelular, induzindo
a expressdo de fibronectina, laminina, colageno, vitronectina e trombospondina.
Componentes essenciais nos mecanismos de manutencédo da homeostase tecidual,
principalmente nas Ulceras de membros inferiores (Jude et al., 2001; Kim Byung-Chul
et al., 2003; Ramirez et al., 2013).

O TGF-B é comumente classificado como uma citocina anti-inflamatéria, de
resposta Th-2, reguladora do sistema imunoldgico. Os mecanismos coordenados
pelas vias de sinalizacao incluem: a) supresséo da diferenciacao de células T efetoras;
b) converséo de células T naive em células T regulatérias; c) inibicdo da producéo de
citocinas efetoras, tais como IL-2, IL-4, Interferon gama (IFN-y) e TNF-alfa e; d)
supressao da atividade de macrofagos, células dendriticas e células NK (Rubtsov &
Rudensky, 2007).

A supresséo da ativacdo de macrofagos inibe a producéo do 6xido nitrico (NO).
Essa inibicdo também sofre influéncia do TGF-3 que tem a capacidade de estimular a
atividade da arginase, que é um inibidor competitivo da enzima 6xido nitrico sintetase
induzivel (INOS). A producdo de NO esta relacionada a importantes processos
fisiologicos e patoldgicos, incluindo a destruicdo de microrganismos infecciosos, e a
regulacédo de metaloproteinases de matrix extracelular (Adewoye et al., 2006; Weiss
& Attisano, 2013).

Alteragbes nas vias de sinalizagdo do TGF-B estdo relacionadas com
crescimento celular desordenado, como a proliferacdo de células cancerigenas, por
exemplo, com perda de resposta inibidora do crescimento celular. Ao contrario disso,
um aumento na atividade de TGF-B desempenha papel central na fibrose (Awad et

al., 1998; Scollen et al., 2011).
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Nos processos de reparo tecidual, o TGF-3 € a principal citocina a ser ativada
e responsavel por manter a homeostase local. O mecanismo de reparacdo € um
evento que comeca imediatamente depois do ferimento (figura 9). Envolve,
principalmente, inflamacé&o caracterizada por eventos vasculares e celulares (Werner

& Grose, 2003; Ramirez et al., 2013).

Figura 9 — Fun¢bes do TGF-B na cicatrizagdo de lesdes teciduais.
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Fonte: Adaptado de Werner & Grose, 2003.

Apés instalada a lesédo tecidual, ha formacédo de coagulo, deposicao de
fibronectina, reepitelizacdo, neovascularizacao e fibroplasia. Tanto em feridas bucais
guanto em feridas de pele estdo envolvidos multiplos tipos celulares (neutrofilos,
macrofagos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais), mediadores sollveis
(fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas), insoluveis (componentes da matriz
extracelular) numa sequéncia de eventos que compreende 3 fases: inflamacéo,

proliferacédo (especialmente fibroblastos) e remodelacdo (Werner & Grose, 2003; Kim
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Byung-Chul et al., 2003). Nos pacientes com anemia falciforme, a ocorréncia de vaso-
oclusdes subsequentes a formacdo das hemécias falcizadas, compromete o fluxo
sanguineo local, conduzindo a hipdxia tecidual local resultando em ulceras de perna
(Minniti et al., 2010).

Diante da compreenséao das fung¢des do TGF-B, estratégias terapéuticas para
acelerar a recomposicdo dérmica em lesdes e inibir a proliferacdo celular em
patologias cancerigenas, vém sendo estudas como formas de melhorar tratamentos

médicos (Arno et al., 2014).

2.4 Polimorfismos genéticos no estudo das ulceras maleolares na
anemia falciforme

Os estudos de associa¢cfes de polimorfismos genéticos vém ganhando um
valor crucial no que concerne ao entendimento da variabilidade fenotipica da anemia
falciforme. Uma vez que interagdes das modificacbes genéticas com o ambiente em
gue o individuo vive, podem responder a alguns questionamentos a respeito da
variabilidade do fenétipo (Bhatnagar et al., 2013; Galarneau et al., 2013; Mtatiro et al.,
2014).

Polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos, jA que sao
transmitidos associados a outros genes localizados na regido cromossémica proxima
a eles. Dentro de uma espécie, os cromossomos homélogos sdo bastante similares
entre si, mas em determinadas localizagbes do cromossomo (loci) pode haver
variabilidade na sequéncia do DNA. Se a variagédo é encontrada em uma frequéncia
superior a 1% da populagao, denomina-se polimorfismo, e menor que 1% considera-

se mutacédo (Collins, Brooks e Chakravarti, 1998).
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Polimorfismos de base Unica (SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism)
referem-se a uma Unica diferenca de nucleotideos (A, T, C, ou G) no genoma de uma
populagéo, nos quais sao focados a maioria dos estudos GWAS (do inglés, Genome-
Wide Association Study). Os SNPs séo as formas mais abundantes de variacdes
encontradas no genoma humano (o genoma humano tem aproximadamente entre 10
a 20 milhares de SNPs [http://www.genome.gov]). A ideia basica dos GWAS é rastrear
todo o genoma procurando associa¢des com certas doencas. A motivagao é que tais
associagcdes podem fornecer novos candidatos para as variantes nos genes causais
(ou em seus elementos regulatérios) que desempenham um papel para o fenétipo de
interesse (Xu & Taylor, 2009).

A forca da associacao entre cada SNPs e a doenca é calculada com base na
prevaléncia de cada SNPs nos pacientes casos (portadores de uma determinada
patologia) e nos pacientes controles (ndo portadores da patologia em estudo) (Lewis,
2002; Pacheco & Moraes, 2009). Para a realizacao destes tipos de analises, alguns
passos devem ser seguidos para padronizacdo dos estudos e das populacdes
analisadas, ver exemplo de fluxograma tomando como patologia de referéncia a
anemia falciforme, no nosso trabalho (figura 10) de atividades sugerido por Pacheco

& Moraes (2009).
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Figura 10 — Fluxograma de atividades realizadas em estudos GWAS. O fendtipo apresentado é apenas
um exemplo de patologia que abordamos no nosso estudo.
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Fonte: Adaptado de Pacheco & Moraes, 2009.

Descobrir um SNP associado poderia significar a causa direta do
desenvolvimento de certa doenga, mas alternativamente, pode significar apenas uma
ligacdo genética ao SNP causal. Portanto, uma investigacdo mais aprofundada e um
mapeamento fino das areas em torno de SNPs associados geralmente sdo

necessarios (Balding, 2006; Lunetta, 2008).

Diante deste contexto, varios estudos investigam como e quais variacdes
genéticas podem estar sendo responsaveis pela diversidade fenotipica na anemia
falciforme. A explicacdo para questionamentos sobre: o porqué alguns pacientes
desenvolvem Ulceras de perna, sem causa prévia e outros hdo? Por que uns convivem
longos anos com a ferida aberta, enquanto em outros elas logo cicatrizam? Podem
comecar a serem esclarecidas a partir de estudos com SNPs em genes de vias
especificas da inflamacéo e cicatrizacdo (Nolan et al., 2006; Bandeira et al., 2014).
Um demonstrativo resumindo da gama de estudos com SNPs em anemia falciforme

pode ser vista na figura 11 (Steinberg, 2008).
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Figura 11 — SNPs em genes pertencentes das vias da inflamag&o, do metabolismo ésseo e
cicatrizacéo, associados com algumas manifestacdes clinicas da anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado de Steinberg, 2008.

Baldwin e colaboradores (2005) publicaram um estudo analisando SNPs em
genes candidatos (pertencentes a via da inflamacdo, do estresse oxidativo e
metabolismo 0sseo) relacionados com osteonecrose em pacientes com doenca
falciforme. Os resultados mostraram que SNPs nos genes BMP6 (proteina
morfogenética 6ssea 6), ANXA2 (Anexina A2) e KL (Klotho), importantes moduladores
da morfogénese 6ssea, metabolismo 6sseo e homeostase vascular, foram associados

a osteonecrose em pacientes com doencas falciformes.

Posteriormente, Nolan e colaboradores (2006) encontraram associacdo de
polimorfismos com Ulceras maleolares, em uma amostra de 759 pacientes com
anemia falciforme oriundos de centros de referéncia para hemoglobinopatias nos
Estados Unidos (Nolan et al., 2006). Foram analisados 243 pacientes com histérico

de Ulceras e 516 pacientes que ndo desenvolveram as Ulceras. Os genes candidatos
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foram selecionados de acordo com seu envolvimento na modulag&o na fisiopatologia
da doencga, atuando em vias de: estresse oxidativo, metabolismo do NO, fatores de
crescimento e mediadores da inflamagéo e angiogénese. A partir do mapeamento
realizado, 129 SNPs de 47 genes possivelmente relacionados com UM foram
avaliados, sendo os principais pertencentes a superfamilia do TGF-p: MAP3K7
(rs157702), SMURF1 (rs219825) e SMAD7 (rs736839).

A desregulagéo da funcédo e dos niveis destas proteinas estéo correlacionados
com diminuicdo da expresséo dos receptores do TGF- e consequentemente altera
toda a transducdo de sinais intracelulares, ocasionando distarbios fibroticos e de
proliferag&o celular (Nolan et al, 2006; Liu & Pravia, 2010; Pastar et al., 2010). Os dois
genes que selecionamos para o estudo, sédo responsaveis pela codificacdo de duas
proteinas inibitérias (SMAD7 e SMURF1) da via de sinalizagcdo do TGF-B. O gene
SMADY7 esta localizado no cromossomo 18 (Cr.18g21.1). O polimorfismo é identificado
pela numeracédo rs736839. A substituicdo de C>T; apresenta MAF (frequéncia alélica
minima) de 0,33, e esta localizado em uma regido intergénica proxima ao gene
SMAD7. A frequéncia na populacdo mundial de C de 67% e T é 33%
[http://mwww.1000genomes.org/].

O segundo polimorfismo estudado esta4 presente no gene que codifica a
proteina inibitéria SMURF1. O gene SMURF1 esta localizado no cromossomo 7
(Cr.7922.1) e codifica a proteina especifica E3 que exerce a funcdo de ubiquitinacao.
E responsavel pela degradacio do complexo SMAD2/SMAD3 quando saem do nucleo
e migram para o citoplasma. Mas s6 € ativada quando ocorre o sinal celular para
inativar a fosforilacdo das proteinas estimulatorias (SMAD2 e SMAD3) (Massagué,
2000). O polimorfismo rs219825 (C>G) neste gene esta localizado no intron e provoca

splicing alternativo com producéo de quatro transcritos variantes. Dois deles resultam
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na codificacdo de duas isoformas da proteina SMURF1. A primeira isoforma tem 757
aminoacidos e a segunda de 731 aminoacidos. Ambas tém a funcéo alterada e nao
se ligam corretamente ao complexo SMD2/SMAD3 no citoplasma. A frequéncia na
populacdo geral para os alelos é de C (48,0%) e G (52,0%)
[http://www.1000genomes.org/].

Uma importante contribuicdo ao entendimento da via de sinalizagéo do TGF-f3,
vem a partir do trabalho de Doss e colaboradores (2012). Utilizando ferramentas de
bioinformética, criaram uma lista de 4.035 SNPs nos genes da familia das SMADs
correlacionando-os com os possiveis efeitos funcionais das proteinas resultantes da
codificacdo destes genes (Doss et al.,, 2012). Aproximadamente 1.733 dos SNPs
encontrados estdo localizados em regibes ndo codificantes (introns) podendo
influenciar no splincing alternativo bem como por outras vias de regulacado génica,

alterando a fungao das proteinas resultantes.

Diante da importancia de um perfeito funcionamento da via de sinalizacao do
TGF-B, buscamos investigar os SNPs nos principais genes desta via, e a relacdo com

a ocorréncia das ulceras de perna nos pacientes com anemia falciforme.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia de polimorfismos nos genes SMAD7 e SMURF1,
correlacionando-os com a ocorréncia das Ulceras maleolares em pacientes com

anemia falciforme em duas coortes independentes.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas resultantes dos polimorfismos
nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G (rs219825) em pacientes
com anemia falciforme com e sem Ulceras maleolares de duas coortes

independentes;

e Investigar a associacdo dos polimorfismos nos genes SMAD7 C>T (rs736839)
e SMURF1 C>G (rs219825), com a ocorréncia de Ulceras maleolares em

pacientes com anemia falciforme.
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4. Material e Métodos

4.1 Casuistica

O estudo é do tipo coorte transversal com comparacao de grupos, formado por
pacientes com anemia falciforme (HbSS) ndo aparentados e de ambos os sexos. A
amostra é formada por pacientes acompanhados regularmente no ambulatério do
Hospital de Hematologia de Pernambuco- HEMOPE, e do Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti- HEMORIO, em parceria com a
pesquisadora Dra. Clarisse Lobo.

A selecao dos pacientes foi realizada por analise dos prontuarios médicos, e
guando necessario, foram convocados por telefone ou telegrama. Para a analise
molecular, foi coletado cerca de 5,0 ml de sangue periférico em tubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante e conduzido para o laboratorio
de Biologia Molecular do Laboratério Central do Centro de Ciéncias Biologicas, da
Universidade Federal de Pernambuco. As coletas s6 foram iniciadas apos assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) por cada paciente selecionado.
As amostras oriundas do HEMORIO vieram acondicionadas sob refrigeracéo, ja em
fase de DNA gendmico.

Obtivemos um total de 528 pacientes aptos a participarem do estudo. Destes
331 pertencentes ao estado de Pernambuco, sendo 131 casos de Ulceras e 200
controles. Em relagdo aos pacientes do Rio de Janeiro, sdo 108 casos de Ulceras e
89 controles.

Utilizamos como critérios de incluséo para o grupo caso: aqueles que em algum
momento da vida ou durante a censura da pesquisa desenvolveram Ulceras de

membros inferiores. Neste grupo, estéo inseridas lesfes ativas e cicatrizadas; agudas
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e crbnicas. Foram excluidos aqueles que apresentaram lesées ndo conclusivas de
ulceracdo (por exemplo, furinculos e picadas de insetos que formaram pequenas
lesdes que néo progrediram) (Minniti, et al., 2013).

Enquanto que no grupo controle, fizeram parte da andlise pacientes com
anemia falciforme que até o momento ndo desenvolveram traumas que evoluiram
para Ulceras. Foram excluidos: pacientes que ndo comparecem regularmente ao
ambulatério e ndo seguem com o tratamento; e 0s que apresentam sinais flogisticos
(caracteristicos) de inflamacdo permanente nos membros inferiores, que até o

momento nao abriu a lesdo.

4.2 Analises laboratoriais

As andlises dos dados laboratoriais (hematologicos, bioguimicos e
guantificacdo de hemoglobinas) foram obtidos dos resultados de exames de rotina,
fixados nos prontuarios médicos. Estas informag¢des foram devidamente obtidas
guando os pacientes encontravam-se fora de crises algicas e hemoliticas. A
guantificacado das hemoglobinas (HbF, HbS e HbA2) em ambos os hemocentros, foram
realizadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC — VARIANT / BIO-
RAD, CA, USA), dosadas ap0s os cinco anos de idade e antes do inicio do tratamento

com hidroxiuréia.
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4.3 Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente trabalho foi realizado apés a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Fundacdo HEMOPE e CCS/UFPE, sob numero CAAE
05094213.6.3001.5208195 de aprovacao (Anexo A) e Fundacdo HEMORIO sob
namero 000054/33/01/2012. Desenvolvido obedecendo integralmente os principios
éticos estabelecidos na resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta do projeto e
assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Informado

(Apéndice A).

4.4 Estudo molecular

4.4.1 Extracao de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de todos os pacientes em estudo foi realizada
a partir dos leucadcitos pela técnica de fenol-cloroformio modificado (DAVIS et al.,

1986).

Em suma, o principio da técnica consiste em promover a extracdo de DNA de
sangue periférico utilizando-se fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. Neste
procedimento, as proteinas contaminantes sofrem desnaturacdo e sdo mantidas na
fase organica ou na interface entre as fases organica e aquosa, enquanto que 0s
acidos nucléicos permanecem na fase aquosa. A mistura de fenol/cloroférmio é
adicionado alcool isoamilico. A adicdo de etanol faz com que os sais e outros solutos,

como os residuos da extracdo com fenol/cloroférmio, permanecam em solucao,
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enguanto os acidos nucléicos precipitam-se e possam ser separados facilmente por

centrifugacéo. Segue posteriormente a descricdo detalhada da técnica.

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos, o plasma
descartado e os eritrécitos lisados com uma mistura de solugdes contendo NH4Cl
0,144M e NH4HCOz 0,01M e apéds centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado. A
seguir, a solucdo denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM pH7,6; KCl 20mM; MgCl2 10mM;
EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 100ul de Triton X-100. As
amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos e
posteriormente o sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa forma, o precipitado
de leucocitos.

Para lisar os leucécitos, foram adicionados 400pl da solu¢do TKM2 (Tris-HCI
10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl2 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25 ul de SDS
10% e incubado a 55°C durante 30 minutos. Apds esse periodo, 180ul de NaCl 5M
foram adicionados a solucdo anterior e mantida a temperatura ambiente por 20
minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos e 0 sobrenadante
transferido para outro tubo, adicionando-se a ele, um volume igual de fenol e de uma
solucao cloroférmio/alcool isoamilico (proporcédo 24:1), seguido de homogeneizacao,
centrifugacdo e transferéncia do sobrenadante para outro tubo. A mistura de
cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada ao tubo, centrifugada e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, no qual foram adicionados acetato de sédio 3M pH 5,3
e etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente
centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o “pellet”
lavado com etanol 70% gelado. O DNA foi solubilizado em agua deionizada e estéril,
guantificado em equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.,

Wilmington, DE, USA) e a analise qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.
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4.4.2 Caracterizacao dos pacientes quanto aos marcadores
moleculares classicos da AF

Os haplétipos do gene BS foram determinados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), seguido de andlise de restricdo (RFLP), sendo analisados 6 sitios
polimdrficos para definir os haplétipos: 5'yG-Xmn I, yG-Hind Il yA-Hind 111, wB-Hinc I,
3'yB-Hinc Il e 5'B-Hinf | (Bezerra et al., 2007). A pesquisa da mutacdo -oK° foi
investigada por gap-PCR, utilizando-se 0s iniciadores C2 )
CCATGCTGGCACGTTTCTGA 3) e C10 (5 GATGCACCCACTGGACTCCT 3'), onde
os oligonucleotideos iniciadores se ligam na regido que compreende a possivel
delecdo, gerando padrdes distintos de produtos de amplificacdo, conforme

previamente descrito (Dodé et al., 1993).

4.4.3 Analise Molecular dos Polimorfismos

Foram selecionados para este estudo, dois SNPs localizados nos genes
SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G (rs219825) e a metodologia empregada para
a realizacdo das genotipagens foi a técnica de PCR em tempo real através da
deteccao de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP, do inglés, single nucleotide

polymorphism) utilizando o sistema TagMan®.

Os SNPs foram selecionados de acordo com dados da literatura (Nolan et al.,
2006) e informacdes complementares, foram adquiridas em bancos de dados do
estudo do genoma humano tais como: 1000 Genomas [http://www.1000genomes.org]

e dbSNP Short Genetic Variations [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP].
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O sistema TagMan de deteccdo de polimorfismos consiste de sondas que
possuem um marcador fluorescente (reporter) na extremidade 5’, capaz de absorver
a energia luminosa emitida pelo equipamento e dissipa-la na forma de luz e calor, em
comprimento de onda diferente do original. Entretanto, na sua posi¢céo nativa, toda a
luz emitida por esse fluor6foro é absorvida por um receptor de sinal luminoso
(quencher), presente na extremidade 3' da sonda. Dessa forma, o sistema 6ptico do
equipamento so é capaz de detectar fluorescéncia no tubo de reac¢édo, mas, durante a
amplificagdo, quando a sonda que se hibridizou ao produto-alvo é clivada pela
atividade da exonuclease da enzima Tag DNA polimerase. Como consequéncia, essa
sonda seré degradada e o fluoréforo ficara distante do quencher que ndo mais sera
capaz de absorver a luz emitida. Assim, ocorrera um aumento na intensidade de
fluorescéncia, permitindo a quantificagcdo do alvo. A principal vantagem deste método,
€ a hibridizacdo da sonda em regifes previamente desenhadas, com emissao de
fluorescéncia, e geralmente sdo menos susceptiveis de obter resultados falso-
positivos (Applied Biosystems, 2014).

Todas as sondas e primers que foram utilizados estéo disponiveis como ensaio
pronto e validados para o0 uso em pesquisa de carater cientifico no site
[https://products.appliedbiosystems.com], para o0 SNP no SMAD7 (rs736839) o ensaio
segue a identificacdode C__ 1076359 _10 e para o SMURF1 (rs219825) o ensaio
esta identificado como C__ 1076359 _10. Pararealizacao desta técnica foi utilizado
o aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research, Australia).

As condicbes de reacdo foram estabelecidas de acordo com o protocolo
recomendado pela empresa que comercializa as sondas (Life Technologies,

Califérnia, USA). Todos estes procedimentos foram realizados utilizando-se a
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infraestrutura do Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental

(LEMTE) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.4.4 Analises Estatisticas

As caracteristicas clinicas-laboratoriais dos pacientes foram apresentadas
descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher's (quando aplicavel) foi
utilizado para comparacdes entre variaveis categoricas e o Kruskal-Wallis foi utilizado
para comparacdes entre as varidveis continuas. O risco para o desenvolvimento das
manifestacbes foi avaliado a partir da analise das datas de desenvolvimento das
complicagles, em relacdo a data de nascimento.

Curvas de incidéncia cumulativa foram construidas refletindo o tempo para o
desenvolvimento das complicagcdes com o teste de Gray utilizado para a comparagao
das curvas (Kim, 2007). Andlises univariadas de regressdo proporcional de
Hazard (PH) foram conduzidas na busca por fatores progndésticos para as
complicagdes. Os fatores que apresentaram um P-valor < 0.1 foram selecionados para
o modelo de analise multivariada. As variaveis escolhidas foram testadas com a
linearidade assumida para todas as varidveis continuas examinadas por modelos de
PH.

Todos os valores de P foram ajustados para os dois lados com nivel de
significancia a 0,05. As analises foram realizadas utilizando os softwares SPSS
Statistics 19.0 (IBM corporation), Stata Statistic/Data Analysis versdo 12 (Stata

corporation, EUA) e R 2.10.1 (The CRAN project: www.r-project.org).
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao clinico-laboratorial dos pacientes

Os dados de caracterizagéo clinico-laboratorial dos pacientes de duas coortes
independentes (Pernambuco e do estado do Rio de Janeiro), de acordo com a
ocorréncia de Ulceras maleolares, estdo descritos nas tabelas 1 e 2 respectivamente.

Ap6s analise de 706 prontuarios dos pacientes com AF atendidos no
Hemocentro de Pernambuco, 331 foram selecionados para a pesquisa (tabela 1).
Destes, 131 compdem o grupo caso (UM presente), e 200 o grupo controle (UM
ausente). A UM esteve presente em 131 pacientes (18,5%), sendo mais frequente no
género masculino com 73 pacientes (55,7%) (P=0.007) do que no género feminino,
com 58 pacientes (44,3%). A mediana da idade de todos os pacientes foi de 32 anos
(17-62 anos), e a mediana da idade para o primeiro relato das ulceras foi de 21 anos
(10-58 anos).

Quanto aos marcadores moleculares classicos da doenca, o haplétipo
CAR/CAR mostrou-se como o0 mais prevalente em 187 dos pacientes (56,8%)
analisados em comparacédo com as demais combinac¢des haplotipicas que foi de 142
(43,2%) dos pacientes (CAR/BEN, CAR/ATP, BEN/BEN, BEN/ATP ou combinacdes
com CAMER, SEN e SAU). Entretanto ndo esteve associado com a presenca da UM
(P=1.000). Quanto a co-heranca com a alfa talassemia, ndo foram encontrados
resultados de associacdo com UM (P=0.243), onde 83 pacientes (25,2%)

apresentaram a mutacao (heterozigotos + homozigotos).
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Tabela 1 - Caracterizacao clinico-laboratorial dos pacientes com anemia falciforme de acordo com a

ocorréncia de Ulcera maleolar do estado de Pernambuco.

Caracterizagdo dos Todos os UM UM OR (IC95%) P-valor
pacientes pacientes Presente Ausente
(n =331) (n=131) (n =200)
No. (%) No. (%) No. (%)

Género 0.007*

Feminino 177 | 53,5 58 44,3 119 59,5 1.0 (Ref.)

Masculino 154 | 46,5 73 55,7 81 40,5 | 0.54 (0.34-0.84)

Idade (anos), mediana 32 34 31 <0.001*
Intervalo 17 - 62 17 - 62 18 - 58
Haplétipo B° 1.000

CAR/CAR 187 | 56,8 74 56,9 113 56,8 1.0 (Ref.)

Outros? 142 | 43,2 56 43,1 86 43,2 | 1.06 (0.64-1.57)

Alfa-tal (-a37P) 0.243

Normal 247 | 74,8 28 78,6 144 72,4 1.0 (Ref))

Mutado? 83 252 | 103 | 214 55 27,6 | 0.71(0.42-1.19)
Hemacias (x 10%? 2,53 2,49 2,6 0.010*
células/uL), mediana
Intervalo 1,18-5,14 1,18 — 4,06 1,71-5,14
Hb(g/dL), mediana 7,9 7,7 8 0.007*
Intervalo 52-115 5,2-10,6 52-115
Ht (%), mediana 23,7 23,3 24,2 0.003*
Intervalo 15,9 - 35,3 16,5-31,8 15,9 -35,3
Hb F (%), mediana 6,1 54 6,8 0.002*
Intervalo 0,5-26 0,5-16,3 0,9 -26
Reticulécitos (%), mediana 9,2 9,8 9 0.063
Intervalo 1,6-248 3,7-248 1,6-217
Leucdcitos (x 10%L), 11,05 10,63 11,4 0.393
mediana
Intervalo 2,59 - 27,6 3,3-21,9 2,59 - 27,6
Plaquetas (x 10%/L), 396 394 398 0.459
mediana
Intervalo 102 - 785 143 -731 102 - 785
BT (mg/dL), mediana 2,8 3,2 2,53 0.010*
Intervalo 0,11-17,212 | 0,3-17,11 0,11-12,73
Bl (mg/dL), mediana 2,44 2,75 2,35 0.076
Intervalo 0,13-16,06 | 0,21 —16,06 0,13-11,17
LDH (U/L), mediana 915 970 855 0.024*
Intervalo 187 — 3692 244 — 3692 187 — 3410
AST(U/mL), mediana 445 45 43 0.076
Intervalo 14 -182 14 - 182 15-132
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A segunda coorte avaliada foi composta por pacientes com anemia falciforme
atendidos no Hemocentro do Rio de Janeiro, (tabela 2). Apdés andlise de 622
prontuarios realizados pelos colaboradores, foram obtidos os relatos de 132 casos de
Ulceras maleolares resultando na frequéncia de (21,2%) entretanto, foram cedidas
para nossa pesquisa 108 casos (UM presente) e 89 controles (UM ausente). A
frequéncia de pacientes do género masculino no grupo com UM foi de 52 (48,1%) e
do género feminino de 56 pacientes (51,9%) (P=0.020). A mediana da idade de todos
os pacientes foi de 32 anos (15-69 anos). Nao foi possivel obter dessa populacéo os
dados referentes ao primeiro relato da UM.

Quanto aos marcadores moleculares classicos da doenca, o haplétipo
CAR/CAR mostrou-se como 0 mais prevalente, estando presente em 108 (58,7%) dos
pacientes analisados, entretanto ndo mostrou associagdo para ocorréncia da UM
(P=0.654), em comparacdo com as demais combinacdes haplotipicas que
correspondeu a 76 pacientes (41,3%) (CAR/BEN, CAR/ATP, BEN/BEN, BEN/ATP ou
combinagdes com CAMER, SEN e SAU). Quanto a co-heranca com a alfa talassemia
também ndo encontramos associacdo com a modulacdo para a ocorréncia de UM
(P=1.000), na qual 26 pacientes (34,7%) apresentaram a mutacdo (heterozigotos +

homozigotos).
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Tabela 2 — Caracterizacgéo clinico-laboratorial dos pacientes com anemia falciforme de acordo com a

ocorréncia de Ulcera maleolar do estado do Rio de Janeiro.

Caracterizacdo dos Todos os UM UM OR (IC95%) P-valor
pacientes pacientes Presente Ausente
(n =197) (n =108) (n =89)
No. (%) No. (%) No. (%)

Género 0.020*

Feminino 117 | 59,4 56 51,9 61 68,5 | 1.0 (Ref.)

Masculino 80 | 40,6 52 48,1 28 31,5 | 0.49(0.27-0.88)

Idade (anos), mediana 32 38 24 <0.001*
Intervalo 15-69 15-69 18 - 58
Haplétipo B° 0.654

CAR/CAR 108 | 58,7 57 57 51 60,7 | 1.0 (Ref.)

Outros? 76 | 41,3 43 43 33 39,3 | 0.85(0.47-1.54)

Alfa-tal (-a>P) 1.000

Normal 49 | 65,3 27 65,9 12 35,3 | 1.0 (Ref)

Mutado? 26 | 34,7 14 34,1 22 64,7 | 0.95 (0.36-2.47)
Hemacias (x 10 2,46 2,42 2,51 0.490
células/uL), mediana
Intervalo 1,52-3,9 1,52 -39 1,68-3,71
Hb(g/dL), mediana 8,08 8,2 8,01 0.584
Intervalo 54-11,3 5,67 -11,3 54-10,8
Ht (%), mediana 22,7 22,8 22,7 0.568
Intervalo 15-33 15-33 15,4 -31,2
Hb F (%), mediana 6,1 5,2 6,25 0.089
Intervalo 0,01-28,4 0,01-28,4 05-24
Reticuldcitos (%), 9,4 9,2 9,4 0.190
mediana
Intervalo 0,2-227 0,2-22,7 0,9-19,56
Leucdcitos (x 10%L), 9,5 9,22 9,54 0.601
mediana
Intervalo 3,96 — 23,7 3,96 — 23,7 4,08 - 23,3
Plaquetas (x 10%/L), 424 415 431 0.215
mediana
Intervalo 140 - 1216 185 -1216 140 - 703
BT (mg/dL), mediana 3,1 2,6 3,45 0.056
Intervalo 0,5-185 0,5-135 0,7-18,5
Bl (mg/dL), mediana 2,4 1,6 2,6 0.024*
Intervalo 0,1-11,6 0,1-11,6 05-9
LDH (U/L), mediana 951 890 1055 0.044*
Intervalo 174 — 4725 174 — 3450 334 - 4725
AST(U/mL), mediana 52 51 53,5 0.784
Intervalo 15-152 15-102 24 - 152
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5.2 Perfil alélico e genotipico dos polimorfismos nos genes SMAD7
e SMURFL1 e arelacdo com ocorréncia das ulceras maleolares

Para os estudos de associacdo genética, foram empregados modelos de
andlise estatistica dominante, codominante e recessivo. Abaixo na tabela 3, estdo
apresentados os principais resultados encontrados no modelo recessivo por melhor
representar os dados obtidos (homozigoto variante vesus selvagem + heterozigoto) e

andlise univariada para as duas coortes independentes.

Ao analisar a populagcédo de Pernambuco com um total de 331 pacientes (tabela
1) as frequéncias relativas observadas para o SNP no gene SMAD7 C>T (rs736839)
foram as seguintes: o alelo selvagem (C) esteve presente em 42,5% dos casos com
UM, e o alelo variante (T) com a proporcao de 57,5%. Quanto aos genotipos no grupo
com UM as frequéncias foram: (CC) com 9,5%, (CT) presente em 65,9% e (TT) com
24,6%. No grupo controle sem UM as proporcdes observadas para os alelos foram:
para o alelo selvagem (C) foi de 49,0% e o alelo variante (T) com 51,0%; quanto aos
genotipos, as proporc¢des correspondem a (CC) com 8,1%; (CT) 81,6% e (TT) 10,3%

dos pacientes analisados.

N&o foi possivel encontrar resultados estatisticamente significativos para a
presenca do alelo variante (T) (P=0.240), entretanto, no modelo recessivo de
associacdo o genétipo homozigoto variante (TT) esta relacionado com a ocorréncia

de UM (OR=2.87; IC95%=1.55-5.31; P=0.001).

No que se refere ao SNP no gene SMURF1 C>G (rs219825) a frequéncia do
alelo selvagem (C) no grupo com UM foi de 49,6% e do alelo variante (G) de 50,4%.
Com relacdo aos genotipos neste grupo com UM, observamos que (CC) tem

frequéncia de 25,9% dos pacientes, (CG) em 47,6% e (GG) presente em 26,5%.
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Enquanto que no grupo sem UM, o alelo (C) foi representado em 57,4% e o alelo (G)
com 42,6%. O gendtipo selvagem (CC) tem 32,0%, o heterozigoto (CG) com 50,8% e
0 gendétipo homozigoto variante em 17,2%.

A analise alélica mostrou que a variante (G) ndo apresentou associacdo com o
desenvolvimento de UM (P=0.053). Entretanto, na andlise empregando o modelo
recessivo de associagdo mostrou o genotipo variante (GG) esteve relacionado com a
presenca das UM (OR=1.73; IC95%=1.01-2.97; P=0.050).

A segunda populacéo de pacientes analisada engloba as amostras do Rio de
Janeiro com um total de 197 individuos, tabela 3. Primeiramente observando as
frequéncias relativas alélicas do SNP no gene SMAD7 C>T (rs736839) encontramos
o alelo selvagem (C) em 21,8% dos casos com UM, e 78,2% correspondente ao alelo
variante (T). Ainda no grupo caso, as frequéncias genotipicas foram: (CC) com 3,7%,
(CT) 36,1% e (TT) em 60,2% dos pacientes. J& no grupo controle, o alelo selvagem
(C) esteve representado em 37,5% dos pacientes, enquanto que o alelo variante (T)
corresponde a 62,5%. As propor¢des genotipicas neste grupo foram: pacientes (CC)
com 18,8%, (CT) com 37,6% e (TT) em 43,6% dos individuos analisados.

Diferentemente do que foi encontrado na coorte de Pernambuco, o alelo
variante (T) mostrou-se associado a maior presenca das UM (OR=2.15; IC95%=1.36-
3.40; P=0.001), e, por conseguinte com a presenca do genoétipo homozigoto variante
(TT) do polimorfismo no gene da SMAD7 C>T (rs736839) (OR=1.94; 1C95%=1.08-
3.49; P=0.029).

Quanto ao estudo do SNP no gene SMURF1 C>G (rs219825) no grupo que
desenvolveu as UMs, encontramos as seguintes frequéncias alélicas: o alelo
selvagem (C) em 43,3% e o alelo variante (G) em 56,7% dos pacientes. A distribuicao

genotipica apresentou as seguintes proporc¢des: (CC) 18,3%, (CG) 50,0% e (GG)
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31,7%. Em contrapartida, no grupo sem histérico de UMs, a frequéncia do alelo (C) foi
de 61,0% e do alelo variante (G) de 39,0% dos individuos. Na analise genotipica as
propor¢des foram: o gendtipo (CC) presente em 36,0%; (CG) 50,0% e (GG) em 14,0%
nos individuos analisados.

Do mesmo modo que o SNP no gene SMAD7 C>T (rs736839) esteve
associado com UM nesta mesma populacao, foi possivel também associar o alelo
variante (G) do SNP no gene SMURF1 C>G (rs219825) (OR=2.05; IC95%=1.36-3.10;
P=0.007), bem como o gendtipo homozigoto variante (GG) (OR=2.86 (1.37-5.98;
P=0.006) estdo relacionados como fatores de risco para a ocorréncia das Ulceras

maleolares.
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Tabela 3 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G (rs219825), de acordo com a
ocorréncia de Ulceras maleolares em pacientes com anemia falciforme dos estados de Pernambuco e do Rio de Janeiro.

Pernambuco’ Rio de Janeiro”
Todos os UM UM Todos os UM UM
Polimorfismos pacientes Presente  Ausente OR (IC95%) P- pacientes  Presente Ausente OR (I1C95%) P-
valort valort
(n=331) (n=131) (n=200) (n=197) (n=108) (n=89)
No (%) No (%) No (%) No (%) No (%) No (%)
SMAD7
(rs786839)
Alelos 0.240 0.001
C 299 (46,4) 107 (42,5) 192 (49,0) 107 (28,4) 47(21,8) 60(37,5) 1
T 345 (53,6) 145 (57,5) 200 (51,0) 269 (71,6) 169 (78,2) 100 (62,5) 2.15(1.36-3.40)
Genotipos 0.001 0.029
CC+CT 271 (84,2) 95(75,4) 176(89,8) 1 88(46,8) 43(39,8) 45(56,2) 1
TT 51(15,8) 31(24,6) 20(10,2) 2.87(1.55-5.31) 100 (53,2) 65(60,2) 35(43,8) 1.94(1.08-3.49)
SMURF1
(rs219825)
Alelos 0.053 0.007
C 353 (54,3) 127 (49,6) 226 (57,4) 195 (51,3) 90(43,3) 105(61,0) 1
G 297 (45,7) 129 (50,4) 168 (42,6) 185 (48,7) 118(56,7) 67 (39,0) 2.05(1.36-3.10)
Gendtipos 0.050
CC+CG 257 (79,0) 94 (73,4) 163(82,8) 1 145 (76,3) 71(68,3) 74(86,0)0 1 0.006
GG 68 (21,00 34(26,6) 34(17,2) 1.73(1.01-2.97) 45(23,7) 33(31,7) 12(14,00 2.86(1.37-5.98)

* Para a populacdo de Pernambuco, ndo foi possivel realizar a genotipagem em 5 casos e 4 controles, pra o SNP no gene SMAD7; e 3 casos e 3 controles para o SNP no

gene SMURF1,

**Para a populacédo do Rio de Janeiro, ndo foi possivel realizar a genotipagem em 9 controles, para o0 SNP no gene SMAD7; e 4 casos e 3 controles para o SNP no gene

SMURF1,

10s pacientes que ndo foram genotipados nédo foram considerados nas analises estatisticas.
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5.3. Desfecho da UM em pacientes com AF de acordo com os
polimorfismos SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G (rs219825)

Os resultados posteriormente descritos (figura 10 e figura 11) correspondem
apenas aos pacientes que compdem a amostra de Pernambuco. N&o foi possivel, até
a censura do presente estudo obter a data do evento (UM) da coorte do estado do Rio

de Janeiro.

Avaliando o impacto do polimorfismo SMAD7 C>T (rs736839), no tempo de
desenvolvimento das UMs, a média do seguimento para o desfecho foi de 44 anos
(IC95%: 42 - 46 anos). Empregando o modelo recessivo de associacao, foi observado
gue o0s pacientes com gendtipo homozigoto variante (TT) apresentaram taxa de
desenvolvimento das UMs de 75%, com média de segmento de 40 anos (IC95%: 36
- 45 anos). Em contrapartida, os pacientes com genétipos selvagens e heterozigotos
(CC+CT) apresentaram a taxa de desenvolvimento de 45% com média do segmento

de 44 anos (IC95%= 42-47 anos) (P<0,0001) (figura 12).

Figura 12 — Probabilidade de surgimento das Ulceras maleolares em pacientes com anemia falciforme
no estado de Pernambuco, de acordo com o polimorfismo SMAD7 C>T (rs736839).
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Similarmente quando avaliado o impacto do polimorfismo SMURF1 C>G
(rs219825), no tempo de desenvolvimento das UMs, a média do seguimento para o
desfecho foi de 44 anos (IC95%-= 42- 46 anos). Empregando o modelo recessivo de
associac¢dao, foi observado que os pacientes com genotipo homozigoto variante (GG)
apresentaram taxa de desenvolvimento das UMs de 65%, com média de segmento
de 33 anos (IC95%= 30 - 36 anos). Em contrapartida, os pacientes com genoétipos
selvagens e heterozigotos (CC+CT) apresentaram a taxa de desenvolvimento de 46%

com média do segmento de 45 anos (IC95%= 43 - 47 anos) (P=0,0009) (figura 13).

Figura 13 — Probabilidade de surgimento das Ulceras maleolares em pacientes com anemia
falciforme no estado de Pernambuco, de acordo com o polimorfismo SMURF1 C>G (rs219825).
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6. Discussao

O presente estudo é o primeiro a apresentar o perfil clinico-laboratorial de
pacientes com anemia falciforme que desenvolveram Ulceras maleolares, em duas
coortes independentes no Brasil. A partir da caracterizacao das amostras, foi possivel
investigar a associagcao de polimorfismos nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e
SMURF1 C>G (rs219825) que possivelmente estdo envolvidos na fisiopatologia da
UM e os resultados foram reprodutiveis nas duas coortes avaliadas.

Nas duas populacées, as frequéncias do evento UM foram semelhantes. Em
Pernambuco, a frequéncia encontrada foi de 18,5% acometendo mais os individuos
do género masculino (73/131 pacientes; 55,7%), e no Rio de Janeiro, a frequéncia foi
de 21,2%, entretanto prevalente no género feminino (56/108 pacientes; 51,9%). A
diferenca nas frequéncias entre os géneros observada nas amostras ndo pode ser
relevante, uma vez que néo utilizamos amostras consecutivas, e fatores interferentes
COMO acesso aos prontuarios e assiduidade dos pacientes as consultas ambulatoriais,
devem ser levados em consideragéo.

Os dados de prevaléncia da UM nas duas populacdes estdo de acordo do que
€ estimado em paises da América do Sul (Serjeant et al., 2005; Minniti et al., 2010;
Madu et al., 2013). A distribuicdo geogréfica para a ocorréncia das UMs é variavel
sofrendo influéncia das condi¢cdes climéaticas e socioecondmicas. Estudos em
pacientes com AF (HbSS) realizados em areas de clima tropical, mostraram uma
frequéncia de desenvolvimento das UMs variando de 24-75%, em contrapartida,
estudos realizados em areas de clima temperado mostram uma frequéncia de 8-10%
(Alleyne et al., 1977; Serjeant et al., 2005; Minniti et al., 2010; Madu et al., 2013). No

Brasil ndo ha uma estimativa precisa quanto a frequéncia das principais complicacées
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clinicas da AF, dentre elas as UMs. Isso decorre devido & escassez de estudos
multicéntricos bem como da realizacdo de pesquisas envolvendo um numero limitado
de pacientes avaliados em centros isolados. Isso ressalta a importancia do
desenvolvimento de estudos multicéntricos para melhor expressar o perfil clinico-
laboratorial dos pacientes com AF no Brasil, contribuindo assim com o
desenvolvimento de futuros estudos de associacao do tipo gendtipo-fendtipo.

Corroborando com os dados que a literatura relata em diversas populacoes, a
mediana da idade para o surgimento da primeira UM nos pacientes de Pernambuco,
foi de 21 anos. Os estudos apontam que as lesdes sao mais frequentes em adultos
HbSS, surgindo no periodo de 10 a 25 anos de idade, sendo mais dificeis de surgir
apoés os 30 anos de vida (Serjeant et al., 2005; Powars et al., 2005). A hip6tese para
a raridade de Ulceras espontaneas em pacientes pediatricos € de que a principio a
rede vascular tem capacidade de tolerar oclusdes sem que o tecido epitelial sofra
hipdéxia. Com o passar dos anos, a ocorréncia de sucessivas oclusdes e danos
recorrentes ao endotélio o organismo passa a ndo mais tolerar essas injurias
culminando nos danos teciduais (Powars et al., 2005; Minniti et al., 2013).

Nas nossas andlises ndo encontramos correlacdo da combinacao haplotipica
CAR/CAR com a ocorréncia das Ulceras maleolares na coorte de Pernambuco (P=
1.000) e também na coorte do Rio de Janeiro (P=0.654). A combinacao haplotipica
CAR/CAR foi a mais presente nas duas coortes, com frequéncia de aproximadamente
50% dos pacientes com AF, corroborando com dados da literatura e assim
demonstrando a prevaléncia do haplotipo relacionado com o pior prognoéstico da AF
(Bezerra et al., 2007; Filho et al., 2012; Okumura et al., 2012; Domingos et al., 2014).

Outro modulador genético da AF analisado foi a co-heranca com a alfa

talassemia. Na populacdo de Pernambuco (P=0.243) e no Rio de Janeiro (P=1.000)
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nao foi possivel realizar essa associacdo com o surgimento, ou como fator de protecéo
ao desenvolvimento da UM. Dados controversos sdo encontrados em diferentes
estudos, que associam a alfa talassemia como sendo um importante fator de protecéo
as complicacbes hemoliticas da doenca falciforme (como UMs, Priapismo e o AVC),
por diminuir a concentracdo da hemoglobina intra-eritrocitaria. (Higgs et al., 1982;
Steinberg et al., 1984; Steinberg, 2005; Kato et al., 2007; Pandey et al., 2011).

Diante da diversidade fenotipica que encontramos nos pacientes com AF, se
faz necessario investigar outros moduladores do curso clinico da doenga, além dos
marcadores moleculares classicos. No presente estudo, investigamos polimorfismos
nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G (rs219825), que ja haviam sido
associados com o desenvolvimento de UM em pacientes com AF nos Estados Unidos
(Nolan et al., 2006). Os respectivos genes sao responsaveis pela codificacdo de duas
proteinas inibitérias SMAD7 e SMURF1 essenciais no controle da via de fosforilagdo
do TGF-B. A via de sinalizagdo do TGF-B vem sendo estudada como a principal
atuante no processo de remodelagem tecidual que envolve a fisiopatologia das
Ulceras gastricas e de pele (Massangué, 1998; Pastar et al., 2010; Poniatowski et al.,
2015).

No presente trabalho direcionamos nossa investigacdo para entender a
contribuicdo dos polimorfismos nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G
(rs219825), no surgimento das Ulceras maleolares em pacientes com AF, ressaltando
a importancia do papel de cada proteina na via de sinalizacdo do TGF-B. Diversas
pesquisas com polimorfismos em genes SMADs e SMURFs foram realizadas com a
finalidade de encontrar possiveis marcadores moleculares que estariam envolvidos
em patologias como o cancer, Ulceras gastricas e disturbios fibréticos (Jude et al.,

2001; Scollen et al., 2011; Pastar et al., 2010) . Sabendo-se da importancia do correto
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funcionamento da via de sinalizagéo do TGF-f3, nos processos de cicatrizacdo, Pastar
e colaboradores (2010) investigaram a expressao dos genes das R-SMADS (SMAD 2
e 3) e I-SMAD (SMAD7) em biopsias de ulceras venosas ativas. Os resultados
mostraram que nos processos de cicatrizacao tardios ha uma significativa expresséo
de SMAD7 e diminuicdo da expressdo das SMADs 2 e 3, com consequente diminui¢&o
da expressdo dos receptores para o TGF-B. Sendo assim, se esta via esta
desregulada, ndo ocorrerd a ativacdo de genes para reepitalizagdo, crescimento
celular e angiogénese (Pastar et al., 2010).

Recentemente, estudos de meta-analise mostraram que os polimorfismos
intrénicos rs4939827 e rs4464148 no gene SMAD7 foram associados como fator de
risco para o desenvolvimento do cancer de célon retal em popula¢cées com pacientes
caucasianos e asiaticos (Yao et al.,, 2015). Resultados similares ja haviam sido
encontrados em pacientes caucasianos por Slattery e colaboradores (2010),
descrevendo uma associagdo com o rs12953717 do SMAD7, o qual apresenta um
risco de 1,38 vezes para o desenvolvimento do cancer retal (Slattery et al., 2010). A
hipbtese apontada por estes estudos ressalta o papel dos polimorfismos localizados
nas regides intrbnicas na regulacdo do processo de splincing alternativo e da

expressao génica (Slattery et al., 2010).
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Kwei e colaboradores (2011) ao analisar a expressdo da SMURF1 em biépsias
de cancer pancreatico, verificaram que o0s pacientes que tinham alto indice de invaséo
celular apresentavam altos niveis de expressdo da SMURF1l. Como forma de
investigar uma possivel relagdo, utilizam miRNA (micro RNA) na cultura das células
obtidas das bidpsias para silenciar o gene do SMURF1, e verificaram que ha
diminuicao da proliferacédo destas células (Kwei et al., 2011). Assim, a busca por novos
marcadores moleculares nas proteinas inibidoras da via do TGF- (SMAD7 e
SMURF1) se faz um alvo légico na associacdo com complicagées musculo-cutaneas
na AF.

O primeiro trabalho que investigou associa¢éo de polimorfismos na via do TGF-
B com ulceras de membros inferiores na AF, foi realizado por Nolan e colaboradores
(2006). Foi um estudo multicéntrico com pacientes portadores de anemia falciforme
nos Estados Unidos em uma amostra de 243 casos com AF que possuiam histérico
de UM e 516 controles sem UM. Os resultados mostraram que os polimorfismos
localizados nos genes da via do TGF-B/BMP6 (TGFBR2, TFFBR3, SMAD7, SMURF1,
MAP3K7), tém associacdo com o surgimento de Ulceras maleolares (Nolan et al.,
2006).

A taxa de desenvolvimento das Ulceras foi de 77% nos pacientes que herdam
em homozigose o gendtipo variante (CC) para SMAD7 C>T (rs736839) bem como
65% nos pacientes que herdam em homozigose o genotipo variante (GG) para o
SMURF1 C>G (rs219825). Nossos dados apontam para o envolvimento destes SNPs
como fatores de risco na ocorréncia e/ou como contribuintes no processo de
cicatrizacdo tardio das UMs nos pacientes com AF. Entretanto, ainda ndo podemos
afirmar de que forma esses polimorfismos estariam regulando a expresséo dos genes

e interferindo na funcéo destas proteinas, mas diante do que conhecemos da via do
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TFG-B, se proteinas inibitérias estdo sendo expressas em grande quantidade, n&o
ocorrerd a formacdo do complexo SMAD2/SMAD3 e consequentemente, havera
diminuicdo na expressdo dos receptores TGFBR1 e TGFBR2 para a citocina
inativando a expressao de genes alvo (Tang L-x et al., 2012).

Diante da importancia do papel do TGF-f no processo de cicatrizacdo, €
necessario um maior entendimento do balango da expressao génica dos reguladores
da via principalmente nos pacientes com anemia falciforme, uma vez que o processo
de cicatrizacdo das Ulceras é agravado ndo apenas pelo quadro clinico dos pacientes,
mas também dos fatores ambientais e socioecondmicos que envolvem a doenga
(Pastar et al., 2010; Minniti et al., 2013). Embora os dois polimorfismos avaliados neste
estudo tenham potencial efeito nos processos de surgimento de Ulceras maleolares,
a avaliacao funcional dos niveis de transcritos e das proteinas codificadas da via do
TGF- B também sao importantes para entendermos o real impacto dessas variantes

na modulacao dos fenétipos apresentados por pacientes AF com Ulcera maleolar.
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7. Conclusdes

Diante dos resultados obtidos, € possivel concluir que:

o Os polimorfismos nos genes SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G
(rs219825) estéo relacionados com a ocorréncia das Ulceras maleolares em pacientes
com anemia falciforme nas duas coortes avaliadas;

o Os pacientes com anemia falciforme que possuem 0s genoétipos variantes em
homozigose para os polimorfismos SMAD7 C>T (rs736839) e SMURF1 C>G
(rs219825), apresentam uma maior taxa de desenvolvimento de Ulceras maleolares

guando comparados com 0s pacientes com genotipo selvagens e heterozigotos.
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3. Fatores Genéticos Moduladores da Gravidade Clinica da Anemia Falciforme.

Objetivos:O objetivo geral é determinar as bases moleculares que possam
influenciar na variabilidade de manifestacdes clinicas da anemia falciforme, como:
0 priapismo, a formacgéo de Ulceras maleolares, e o acidente vascular cerebral.
Tendo como finalidade, contribuir para o melhoramento do prognéstico da anemia

falciforme e do tratamento durante o acompanhamento clinico.

Palavras-chave: Moduladores genéticos, Anemia Falciforme, Manifestagées clinicas

Areas do conhecimento: Biologia Molecular, Genética Humana e Médica

Setores de atividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico, Atividades profissionais, cientificas e
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Projetos de pesquisa 2014 — Atual — AVALIACAO DE GENES DA VIA DO TGF-beta NO
DESENVOLVIMENTO DE ULCERA DE MEMBROS INFERIORES EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME

Descricéo: A Ulcera de membros inferiores € uma complicagéo crbnica, bastante frequente e
de dificil cicatrizagdo na anemia falciforme. Os fatores que predispdem os pacientes falciformes a essa
complicacdo ndo estdo bem estabelecidos, embora seu desenvolvimento sugira o papel da hemdlise.
Existe, portanto, a necessidade de identificar marcadores que possam distinguir pacientes com essa
complicacdo o mais precocemente possivel na nossa populacéo, de forma que medidas preventivas
poderdo ser tomadas evitando que os pacientes sofram complicacdes futuras e intervengdes cirdrgicas.
A identificagcdo de padrdes biolégicos que influenciem na modulagéo fenotipica, € muito Gtil e de grande
impacto na melhoria da sobrevida e da qualidade de vida dos doentes. O TGF&#946; é uma citocina
pleiotrépica com atuacdo importante no curso patolégico de Ulceras gastricas e de pele. Regula o
processo de cicatrizacdo, angiogénese, reepitelizacao, inflamacéo local e formacdo de granulacdo do
tecido. Espera-se que com o presente projeto, seja possivel entender como o papel de genes
envolvidos na via de sinalizagdo do TGF&#946; estdo envolvidos com o desenvolvimento de
complica¢Bes vasculares na anemia falciforme, como as Ulceras maleolares. Com estas informacoes,
seré possivel entender a evolugéo inflamatoria e cronica das Ulceras, contribuindo com futuros métodos
de tratamento, além de tornar eficiente a triagem de pacientes que evoluem de forma grave nos
sintomas secundérios da anemia falciforme.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);
Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Marcos Andre Cavalcanti Bezerra (Responsavel);
Antonio Roberto Lucena-Araujo

2013 - Atual "Investigacdo de Moduladores Genéticos da Ulcera de Membros Inferiores e
Osteonecrose em Pacientes Portadores de Anemia Falciforme "

Descricdo: A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum do Brasil,
ocorrendo, predominantemente entre afro-descendentes. A causa da doencga € uma mutacéo de ponto
(GAG - GTG) no gene da globina beta da hemoglobina (Hb), originando uma Hb anormal, a HbS, ao
invés da Hb normal (HbA). Quando desoxigenada, HbS polimeriza, formando estruturas filamentosas
(polimeros de HbS desoxigenada) que se depositam nas hemacias, modificando sua forma e tornando-
as falciformes. As células rigidas, conhecidas como células em forma de foice, sdo responsaveis pela
ocluséo vascular, episddios de dor e lesdo de orgéos alvos que representam os fenémenos principais
dessa doencga, tais como crises algidas; crises hemoliticas; sindrome toracica aguda; sequestro
esplénico; retinopatia; insuficiéncia renal crénica; autoesplenectomia; priapismo, acidente vascular
cerebral, osteonecrose e ulceras de membros inferiores, entre outros. A Ulcera de membros inferiores
€ uma complicacéo frequente na doenca falciforme e ocorre devido a vaso-ocluséo, hipdxia tecidual,
hemdlise e fatores genéticos, apresentando cicatrizagdo lenta e alta taxa de recorréncia. Ocorre entre
8% a 10% dos pacientes homozigotos, atingindo percentual maior que 50% em pacientes que residem
em areas tropicais. A osteonecrose também é uma das complicagfes mais frequentes na anemia
falciforme. Estas lesbes decorrem da necrose avascular da medula 6ssea e as dores refletem
provavelmente o aumento da pressdo intramedular associada ao processo inflamatdrio. Na
osteonecrose ocorre a degeneracao progressiva dos 0ssos e destruicdo articular da cartilagem, sendo
uma importante causa de morbidade na doenca falciforme. Sendo a anemia falciforme uma doenca
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multifatorial, a identificacdo de varidveis genéticas podem ajudar a definir mecanismos fisiopatologicos
criticos néo evidentes e ser Util & conduta clinica dos médicos. O objetivo principal deste trabalho é
determinar as bases moleculares que possam influenciar no desenvolvimento de Ulceras de membros
inferiores e osteonecrose em nossa populacdo de pacientes portadores de anemia falciforme
acompanhados no Hospital da Fundacdo HEMOPE. A identificacdo de polimorfismos genéticos que
possam estar associados as Ulceras e lesfes osteoarticulares na anemia falciforme fornecera subsidios
para um melhor atendimento e acompanhamento médico, e conseqiientemente detectar precocemente
lesdes que possam causar sequelas graves ou afetar a qualidade de vida desses pacientes.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (4); Mestrado académico (5); Doutorado (2);

Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Aderson da Silva Araljo; Kleber Y Fertrin; Igor de Farias
Domingos; Fernanda Silva Medeiros; Diego Arruda Falcdo; Marcos Andre Cavalcanti Bezerra
(Responsavel); Betania Lucena D. Hatzlhofer; Isabela Farias; Diego A P Martins; Luydson Richardson
Silva Vasconcelos ; Patricia Moura; Maria do Socorro de Mendonga Cavalcanti ; Antonio Roberto
Lucena-Araujo ; Rayssa Leal Borges de Medeiros; Manuela Andrade Costa; Mariana Barros Souto
de Souza

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

2012 - 2012 Associacdo de Polimorfismo no gene TNF-alfa com as manifestacdes clinicas da
anemia falciforme.

Descricdo: A anemia falciforme (AF) é caracterizada por manifesta¢des clinicas graves como
vaso-ocluséo, crises dolorosas, Ulcera de perna, priapismo e AVC. Complica¢des neuroldgicas ocorrem
em até 25% dos pacientes com anemia falciforme. Estudos mostram que 28 a 38% dos pacientes com
AF apresentam histdrico de priapismo. Os fatores que predispéem os pacientes com anemia falciforme
a essas complicagBes ndo estdo bem estabelecidos. Existe, portanto, a necessidade de identificar
marcadores que possam distinguir pacientes com essa complicacdo 0 mais precoce possivel. Estudos
demonstram que pacientes falciformes apresentam niveis plasmaticos elevados de TNF-&#945;. O
TNF-&#945; € uma citocina pré-inflamatéria que favorece a fagocitose, o recrutamento de neutréfilos e
a expressédo da molécula de adesdo VCAM-1. Estudos in vitro mostraram que o TNF-&#945; aumenta
a aderéncia de hemacias falcizadas as células endoteliais dos vasos. O objetivo geral desse trabalho
€ determinar as bases moleculares que possam influenciar na variabilidade de manifestacdes clinicas
da anemia falciforme em pacientes pediatricos,

Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Doutorado (1);

Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Marcos Andre Cavalcanti Bezerra (Responsavel)
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

2012 - Atual Associagédo de Polimorfismos nos Genes Klotho e TNF-alfa com o Desenvolvimento
de Ulceras Maleolares em Pacientes Portadores de Anemia Falciforme

Descri¢do: Considerando a anemia falciforme como uma doenca inflamatéria crénica. O
polimorfismo na posicao -308 do gene que codifica TNF-alfa resultando na sintese aumentada desta
citocina pré-inflamatéria, e os polimorfismos no gene Klotho (KL), podem ser um dos fatores
responsaveis por uma possivel clinica exacerbada dos fenémenos inflamatérios em pacientes
falciformes que desenvolvem Ulceras maleolares. A identificacdo destes polimorfismos pode ajudar a
identificar pacientes com riscos de complicacdes graves, antes que estas possam ocorrer. O presente
trabalho visa investigar as bases moleculares e avaliar o impacto clinico destas variantes genéticas em
pacientes com Ulceras de membros inferiores portadores de anemia falciforme, acompanhados no
servico de Hematologia e Hemoterapia da Fundacdo HEMOPE.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacéo (3); Mestrado académico (1); Doutorado (1);
Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Betania Lucena T. B. Domingues; Igor de Farias
Domingos; Diego Arruda Falcdo; Raysa Samanta Moraes Laranjeira; Marcos Andre Cavalcanti Bezerra
(Responsavel)

2010 - 2012 Fatores Genéticos Moduladores da Gravidade Clinica da Anemia Falciforme
Descri¢do: A anemia falciforme (AF) € caracterizada por manifestacdes clinicas graves como
vaso-ocluséo, crises dolorosas, Ulcera de perna, priapismo e AVC. Complicag6es neuroldgicas ocorrem
em até 25% dos pacientes com anemia falciforme. Estudos mostram que 28 a 38% dos pacientes com
AF apresentam histdrico de priapismo. Os fatores que predispdem os pacientes com anemia falciforme
a essas complicacBes ndo estdo bem estabelecidos. Existe, portanto, a necessidade de identificar
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marcadores que possam distinguir pacientes com essa complicacdo o mais precoce possivel. Estudos
demonstram que pacientes falciformes apresentam niveis plasméaticos elevados de TNF-&#945;. O
TNF-&#945; € uma citocina pré-inflamatéria que favorece a fagocitose, o recrutamento de neutrofilos e
a expressédo da molécula de adesdo VCAM-1. Estudos in vitro mostraram que o TNF-&#945; aumenta
a aderéncia de hemacias falcizadas as células endoteliais dos vasos. Polimorfismos na regido
promotora do gene do TNF-&#945; (-308) (G-->A) e 0s SNPs (rs)2228088 (T-->G), localizado na regido
codificadora, e (rs)3093665 (C-->A), localizado na regido 3? néo transcrita do gene TNF-&#945; tem
sido associados com a reducdo de eventos cerebrovasculares em pacientes com doenca falciforme. A
identificagdo de variaveis genéticas que sdo associadas com priapismo, pode portanto ajudar a definir
mecanismos fisiopatoldgicos criticos ndo evidentes, assim como, identificar pacientes com risco
aumentado. A presenca de polimorfismos no gene da eNOS que acarreta em diminuicao da atividade
da enzima e conseqiente reducdo na biodisponibilidade de NO e portanto é de suma importancia
investigar uma possivel associacao entre o polimorfismo da eNOS e o priapismo na AF. SNPs no gene
Klotho (KL) foram associados com o risco aumentado de priapismo. O objetivo geral desse trabalho €
determinar as bases moleculares que possam influenciar na variabilidade de manifestacdes clinicas da
anemia falciforme, como: o priapismo e o acidente vascular cerebral.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (7); Mestrado académico (2); Doutorado (1);

Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Aderson da Silva Araujo; Kleber Y Fertrin; Marilia
Siqueira A. R. Pinto; Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Antonio Carlos de Freitas; Igor de Farias
Domingos; Nara Barbosa Araudjo; Fernando Baltar Oliveira; Fernanda Silva Medeiros; Ohanna
Azevedo Hirata; Tauane Mathias Pereira; Diego Arruda Falcdo; Raysa Samanta Moraes Laranjeira;
Marcos Andre Cavalcanti Bezerra (Responsavel)

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

2010 - 2011 Avaliacdo da atividade antiartritica da b-lapachona e do complexo de incluséo da b-
lapachona em ciclodextrina

Descri¢do: O projeto é original e inovador, pois trata do estudo das propriedades anti-
inflamatérias de uma molécula com propriedades terapéuticas e toxicolégicas ja estudadas. A &#946;-
lapachona podera ser uma alternativa terapéutica para tratamento de processos inflamatérios crénicos.
Além disso, por se tratar de uma substéncia de toxicologia ja conhecida, podera diminuir o tempo de
pesquisa pré-clinica deste agente.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Luana Priscilla Laranjeira Prado; Teresinha Goncgalves da Silva (Responséavel)

Areas de atuagdo

1. Biologia Molecuar

2. Hematologia

3. Genética Humana e Médica

4. Antiinflamatdérios

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Pouco, Escreve Pouco, Lé Bem

Espanhol Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente, Lé Bem

Portugués Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem
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Producéo

Producéo bibliografica
Apresentacdo de trabalho e palestra

1. LARANJEIRA, L. P. M., FALCAO, D. A., MARTINS, D. A. P., FARIAS, |.C.C, MEDEIROS, R. L. B.,
HATZLHOFER, B.L.D, ARAUJO, A. S., LUCENA-ARAUJO, A. R., BEZERRA, M. A. C.

INVESTIGAGCAO DOS POLIMORFISMOS EM GENES DA VIA DO TGF NA OCORRENCIA DE
ULCERAS MALEOLARES EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME, 2015. (Congresso,

Apresentacédo de Trabalho)

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Ulcera de membros inferiores, Laboratorial, Perfil molecular

Areas do conhecimento: Genética,Genética Humana e Médica

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Vaérios. Home page: http://lhemo.org.br/wp-
content/uploads/2015/11/suplemento-2015.pdf; Local: Sdo Paulo; Cidade: S&o Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de
Hematalogia, Hemoterapia e Terapia Celular; Inst.promotora/financiadora: Associacéo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia
e Terapia Celular

2. PRADO, L. P. L, MARTINS, D. A. P., FALCAO, D. A, FARIAS, I. C. C, DOMINGOS, I. F.,
MEDEIROS, R. L. B., ARAUJO, A. S., LUCENA-ARAUJO, A. R., BEZERRA, M. A. C.

PERFIL LABORATORIAL E MOLECULAR DOS PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME QUE
DESENVOLVERAM ULCERAS DE MEMBROS INFERIORES, DO ESTADO DE PERNAMBUCO,

2015. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Polimorfismo, Ulcera Maleolar, TGF-beta

Areas do conhecimento: Genética Humana e Médica

Referéncias adicionais:  Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Varios. Home page: http://hemo.org.br/wp-
content/uploads/2015/11/suplemento-2015.pdf; Local: Sdo Paulo; Cidade: S&do Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular; Inst.promotora/financiadora: Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia
e Terapia Celular

3. LARANJEIRA, L. P. M., BEZERRA, M. A. C.
Investigacdo da associacdo de polimorfismos no gene TNF-alfa com o desenvolvimento de
Ulceras maleolares em pacientes portadores de anemia falciforme, 2013. (Congresso,

Apresentacdo de Trabalho)

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Manifestag@es clinicas, Polimorfismo, Ulcera de membros inferiores

Areas do conhecimento: Genética Humana e Médica

Setores de atividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacéo: Meio digital; Local: Centro de Ciéncias Sociais-UFPE; Cidade:
Recife; Evento: XXI Congresso de Iniciagdo Cientifica e V Congresso de Iniciagdo em Desenvolvimento Tecnolégico e Inovagéo
da Universidade Federal de Pernambuco; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Pernambuco

Eventos

Participacdo em eventos

1. Apresentacdo de Pdéster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematalogia, Hemoterapia e
Terapia Celular, 2015. (Congresso)

INVESTIGAGAO DOS POLIMORFISMOS EM GENES DA VIA DO TGF NA OCORRENCIA DE
ULCERAS MALEOLARES EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME.

2.1 Jornada Pernambucana De Hematologia e Hemoterapia, 2014. (Encontro)

Organizacéo de evento

1. BEZERRA, M. A. C,, LARANJEIRA, L. P. M., MARTINS, D. A. P., FALCAO, D. A.

Il Curso de Extens&o em Hematologia Laboratorial, 2013. (Outro, Organizag&o de evento)
Palavras-chave: Hematologia laboratorial
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.
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Bancas
Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. PRADO, L. P. L, DOMINGOS, I. F., FALCAO, D. A.

Participagdo em banca de Mariana Barros Souto de Souza. Investigacdo da talassemia -alfa e do
polimorfismo no gene da anexina A2 no desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com
anemia falciforme, 2014

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

2. MARTINS, D. A. P.,, DOMINGOS, I. F., PRADO, L. P. L, GUEDES, G. M. R.

Participacdo em banca de Manuela Andrade Costa. Investigacdo dos polimorfismos no gene
TGFBR3 (rs2038931,rs7526590) na susceptibilidade a ocorréncia do priapismo em pacientes
com anemia falciforme, 2014

(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco
Areas do conhecimento: Genética Humana e Médica
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO MAIORES DE 18 ANOS (resolucéao 466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar, como voluntério (a), da pesquisa
“‘Analise dos polimorfismos nos genes Klotho, TNF-a, TGFB e BMP6 com o
desenvolvimento de Ulceras maleolares em pacientes portadores de anemia
falciforme”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Luana Priscilla Moraes
Laranjeira (enderec¢o: Rua Durvélia n°83, Jardim Atlantico, Olinda—PE / (81)88914505
/ lua_laranjeira@yahoo.com.br) e esta sob a orientacdo do professor Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra (macbezerra@bol.com.br / (81) 9800-8105). Também
participam também desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Aradjo
(aderson@hotlink.com.br / (81) 9976-5136) e Betania Lucena Domingues Hatzhofer
(betanialucena@yahoo.com.br / (81) 8824-3127).

Apoés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar a
fazer parte do estudo, rubrigue as folhas e assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa o (a) Sr.(a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o
direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

Nés verificamos que a anemia falciforme é uma doenca de grande incidéncia e
provoca dores, 0 que pode estar interferir nas suas atividades do dia a dia e
gostariamos que vocé doasse 1 tubo de sangue, obtido por puncéo venosa usando
agulhas e seringas descartaveis. O risco por n0s avaliado para o paciente € que em
funcdo da coleta de sangue, pode haver a formacao de um pequeno hematoma local,
nao havendo qualquer outro risco em participar da pesquisa.

As informacgdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados laboratoriais)
ficardo armazenados em computador pessoal sob a responsabilidade do pesquisador
e orientador da pesquisa, no endereco (acima informado) pelo periodo de (minimo 5
anos).

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdao assumidas pelos
pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extra-judicial. Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste
estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 -
Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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Analise dos polimorfismos nos genes Klotho, TNF-a, TGFB e BMP6 com o
desenvolvimento de ulceras maleolares em pacientes portadores de
anemia falciforme

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF :
abaixo assinado, ap6és a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter
tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo Analise dos
polimorfismos nos genes Klotho, TNF-a, TGFB e BMP6 com o desenvolvimento
de Ulceras maleolares em pacientes portadores de anemia falciforme, como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo. Foi-
me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
gue isto leve a qualquer penalidade

Local e data

Impresséao
Assinatura do participante (ou responsavel legal) Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do voluntario em patrticipar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




