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RESUMO

Na busca de novos moduladores genéticos da ulcera maleolar (UM) na anemia
falciforme (AF), a analise da expressdo de miR-21 e miR-130a torna-se uma
abordagem interessante, uma vez que ambos regulam mecanismos relacionados
com a fisiopatologia das UMs, especialmente o processo de reparo tecidual. Esses
microRNAs também foram relacionados com a regulacao da leptina, um horménio
pleiotrépico, que atua na cicatrizacdo de lesdes cutaneas. Diante disso, o objetivo
desse estudo foi investigar a influéncia de miR-21 e miR-130a no desenvolvimento
de UMs em pacientes com AF. Foram selecionados 60 pacientes, 40 com historico
de UM (caso) e 20 que ndo desenvolveram UM (Controle-HbSS). O grupo caso foi
subdividido em: UM aberta (UMA), n=19 e UM fechada (UMF), n=21. Também foi
analisado um grupo de 10 doadores com perfil de hemoglobina normal (Controle-
HbAA). As expressdes dos microRNAs foram obtidas por RT-gPCR. Os niveis
séricos de leptina foram avaliados por ELISA. Houve maior expressao de ambos
microRNASs no grupo UMA frente aos grupos Controle-HbSS (miR-21: Fold Change
[FC]=4,12, p<0.0001; miR-130a: FC=3,92, p=0.0006), UMF (miR-21: FC=3,48,
p<0.0001; miR-130a: FC=4,52, p=0.0004) e Controle-HbAA (miR-21: FC=2,95,
p<0.0001; miR-130a: FC=9,50, p=0.0009). Nao houve diferenca significativa entre
os grupos UMF, Controle-HbSS e Controle-HbAA (miR-21: p=0.1829; miR-130a:
p=0.3537). Além disso, o grupo UMA apresentou menores niveis de leptina quando
comparados aos grupos Controle-HbSS (p=0.0079) e UMF (p=0.0022). Nossos
resultados demonstraram uma relacao inversa entre a expressao de miR-21 e miR-
130a com os niveis séricos de leptina, sugerindo que a maior expressado desses
microRNAs pode estar relacionada com a cronicidade e cicatrizagdo das UMs em

individuos com AF, pela diminuicdo dos niveis de leptina.

Palavras-Chave: Anemia falciforme. Ulceras maleolares. Moduladores genéticos.



ABSTRACT

In the search for new modulators of the leg ulcer (LU) in sickle cell anemia (SCA), the
analysis of miR-21 and miR-130a expression becomes an interesting approach, since
both regulate biological mechanisms related to the pathophysiology of LU, especially
the tissue repair process. These microRNAs have also related to the regulation of
leptin, a pleiotropic hormone, which acts in the healing process of skin lesions.
Therefore, the aim of the study was to investigate the influence of miR-21 and miR-
130a on the development of LUs in SCA patients. Were selected 60 SCA patients, 40
with a history of LU (case) and 20 who not develop LU (Control-HbSS). The case group
was subdivided into: Active LU, n=19 and healed LU, n=21. In addition, it was analyzed
a group of 10 donors with normal hemoglobin profile (Control-HbAA). MicroRNAs
expression were evaluated by RT-gPCR. Serum leptin levels were evaluated by
ELISA. There was higher expression of both microRNAs in the active LU group in
contrast to Control-HbSS (miR-21: Fold Change [FC]=4,12, p<0.0001; miR-130a:
FC=3,92, p=0.0006), healed LU (miR-21: FC=3,48, p<0.0001; miR-130a: FC=4,52,
p=0.0004) and Control-HbAA groups (miR-21: FC=2,95, p<0.0001; miR-130a:
FC=9,50, p=0.0009). There was no significant difference between the healed LU,
HbSS-Control and HbAA-Control groups (miR-21: p=0.1829; miR-130a: p=0.3537).
Furthermore, the active LU group had lower leptin levels when compared to the
Control-HbSS (p=0.0079) and healed LU groups (p=0.0022). Our results demonstrated
an inverse relation between miR-21 and miR-130a expression with serum leptin levels,
suggesting that the higher expression of these microRNAS may be related to the
chronicity and healing of LUs in individuals with SCA by decreased of serum leptin

levels.

Key words: Sickle cell anemia. Leg ulcers. Genetic modulators.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia de prevaléncia mundial,
gue acomete predominantemente afro-descendentes, e decorre de uma mutacéo
pontual no gene da globina 3, que resulta na formag&o de uma hemoglobina anormal
(HbS). Em condicbes especiais, como baixas concentracdes de oxigénio e diminuicao
do pH, a HbS sofre polimerizacao intraeritrocitaria, formando estruturas filamentosas
que se depositam nas heméacias, tornando-as falcizadas.

Os eventos hemoliticos e vaso-oclusivos, provenientes do processo de
falcizacdo das hemécias, tém um papel determinante na origem das manifestacdes
clinicas da AF. Algumas dessas manifestacées comprometem consideravelmente a
qualidade de vida dos pacientes, como a Ulcera maleolar (UM) ou Ulcera de perna,
que ocorre principalmente a regido dos maléolos medial e lateral e a regido frontal da
perna de individuos com AF. A recorréncia das UMs é frequente e o processo
cicatrizacdo é lento, podendo evoluir por meses ou anos.

A etiologia das UMs ainda ndo estd completamente esclarecida, no entanto,
h& um consenso que seu surgimento esta relacionado com eventos hemoliticos, vaso-
oclusivos e tromboticos, além de fatores externos. Além disso, acredita-se que ha uma
heterogeneidade molecular que distingue os pacientes quanto a ocorréncia das UMs,
uma vez que o processo de reparo de lesdes é regulado por uma complexa rede de
células, proteinas, citocinas e outras moléculas, incluindo os microRNAs (MiRNAS).

Os miRNAs sdo moléculas enddgenas de RNAs nao-codificantes, que
regulam a expressao génica através da degradacdo de RNA mensageiro ou inibindo
a traducdo. Essas moléculas estdo envolvidas no controle de uma ampla variedade
de mecanismos biologicos e ha evidéncias que a expressdao anormal desses
reguladores génicos esta relacionada com o desenvolvimento de diversas patologias,
incluindo doencgas cutaneas.

Estudos apontam que a superexpressao dos miRNAs miR-21 e miR-130a esta
associada a cronicidade de uUlceras venosas em pacientes diabéticos devido a
desregulacéo dos processos de reepitelizacédo, formacao de tecido de granulacéo e
cicatrizagdo. Além disso, esses miRNAs estédo envolvidos na regulacdo da leptina, um
horménio multifuncional, que atua em diversos processos biologicos, incluindo a
angiogénese, proliferacdo celular e migracdo de queratinécitos para recuperacao de

uma lesdo cutanea.
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Diante do papel do miR-21 e miR-130a no processo de reparo e cicatrizacéo
de lesbes, € evidente a necessidade de compreensdo da influéncia dessas moléculas
no desenvolvimento de UMs na AF. Portanto, a analise dos niveis de expresséo
desses miIRNAs em individuos com AF torna-se uma importante estratégia para
descoberta de moduladores genéticos envolvidos com a cronicidade e cicatrizagdo
das UMs, contribuindo para elucidacdo de mecanismos fisiopatoldgicos até entédo

desconhecidos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a expressao de miR-21 e miR-130a e sua relagdo com a ocorréncia

de UMs em individuos com AF.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Caracterizacao clinica de individuos com AF a partir da analise de prontuérios;
o Avaliar a expressédo dos miRNAs miR-21 e miR-130a em amostras de sangue
periférico de pacientes com AF, selecionados de acordo com o histérico de UM, e em
individuos com perfil de hemoglobina normal (HbAA);

o Verificar se ha diferenca entre os perfis de expressédo desses miRNAs entre 0s
grupos estudados;

o Verificar se ha diferenca entre os niveis de leptina sérica entre 0s grupos de

pacientes selecionados e avaliar a sua relacdo com o desenvolvimento de UMs.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Etiologia e Epidemiologia

O termo doenca falciforme (DF) se aplica a um grupo de desordens genéticas,
denominadas hemoglobinopatias, caracterizadas pela presenca da hemoglobina S
(HbS). A anemia falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia autossémica recessiva,
decorrente de uma mutagéo pontual no gene da 3-globina (HBB), localizado no locus
11p15.15 (HO; THEIN, 2000; DRISS et al.,, 2009). A alteragdo molecular da AF
consiste na substituicdo da base nitrogenada adenina por timina no sexto cédon do
gene HBB. Por conseguinte, ocorre a troca do aminoacido acido glutamico pela valina
na 62 posicdo da cadeia polipeptidica (HBB; BS GAG—GTG; glu6val) levando a
formacao de uma hemoglobina anormal, a HbS, ao invés da hemoglobina normal, a
HbA (INGRAM, 1957; THEIN, 2017).

A primeira descri¢cdo de uma doenca caracterizada por episédios dolorosos foi
feita por James Herrick, um médico e pesquisador, que identificou células falciformes
em um estudante de origem africana (HERRICK, 1910). Nos 12 anos seguintes, foram
relatados mais trés casos com caracteristicas semelhantes, sendo todos pacientes de
origem africana. Isso levou ao equivoco de que a doenca estava restrita a pessoas de
origem africana (MASON, 1922). De fato, a prevaléncia da AF ¢ alta em regiées da
Africa, do Oriente Médio, do Mediterraneo e da india, devido a vantagem seletiva que
a heterozigose para a HbS proporciona contra a malaria (PIEL et al., 2010;
SERJEANT,; VICHINSKY, 2017). Entretanto, o comércio de escravos e 0s movimentos
migratérios populacionais favoreceram a distribuicdo da mutacdo muito além das suas
regides de origem (Figura 1) (PIEL et al., 2014).

Estimativas sugerem que, por ano, aproximadamente 300 mil individuos
nas¢cam com AF no mundo e esse numero pode chegar a 400 mil nascimentos no ano
de 2050 (PIEL et al., 2017). Anualmente, cerca de 3.500 individuos nascem com DF
no Brasil e devido ao seu processo historico de colonizacdo, ha uma distribuicéo
heterogénea do alelo B no pais, sendo mais prevalente em individuos
afrodescendentes (CANCADO; JESUS, 2007; SOARES et al., 2014).
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Figura 1. Numero de recém-nascidos com anemia falciforme em cada pais no ano de 2015. Adaptado
de (PIEL et al., 2017).

No estado de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos vivos possui 0
traco falciforme e um em cada 4.000 nasce com a DF (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2012; SOARES et al., 2014). Devido a alta prevaléncia da doenca, 0 seu
diagnéstico tornou-se obrigatorio em todo pais, desde 2001, através do Programa
Nacional de Triagem Neonatal, 0 que proporcionou um tratamento mais precoce e,
consequente, aumento na sobrevida dos pacientes (FERRAZ; MURAO, 2007; JESUS,
2010).

2.1.2 Fisiopatologia e Manifestagdes clinicas

As manifestacdes clinicas nas DFs derivam primariamente da anormalidade
estrutural da HbS (ZAGO; PINTO, 2007). Em condi¢des normais, as hemacias tém a
capacidade de deformabilidade que lhes permite circular através de vasos estreitos,
carregando oxigénio para todos os tecidos do corpo. Entretanto, quando a HbS sofre
desoxigenacao, a valina hidrofébica (presente no lugar do &cido glutamico polar) é
exposta na superficie da cadeia BS, levando a polimerizacédo dessa hemoglobina por
meio de interagcdes hidrofébicas, o que resulta em uma série de alteracdes
morfologicas e funcionais das hemacias. A deformacdo mais conhecida € provocada
por feixes de polimeros se organizando paralelamente, dando a hemacia uma forma
alongada conhecida por “hemacia em foice” ou “falcizada”. Essas modificagoes

tornam as hemacias menos flexiveis e mais aderentes ao endotélio, desencadeando
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fenbmenos inflamatorios (STUART; NAGEL, 2004; BETAL; SETTY, 2008; SONATI;
COSTA, 2008).

Estudos de cinética da polimerizacdo da HbS demonstraram que a formacao
do polimero € de ordem exponencial em funcdo da quantidade dessa hemoglobina,
ressaltando o papel crucial da sua concentracéo no fendmeno da falcizacdo (EATON;
HOFRICHTER, 1990; STEINBERG, 1999; DE FRANCESCHI et al., 2011). Entretanto,
fatores como grau de desoxigenacao da célula, pH, temperatura e concentracédo de
Hb fetal (HbF) também estdo relacionados com esse fendmeno (LONERGAN et al.,
2001; VEKILOV, 2007).

O acumulo de polimeros no interior das hemacias falcizadas culmina em leséo
nessas células. Em larga escala, as hemacias danificadas promovem eventos
hemoliticos e vaso-oclusivos, caracterizando os fenétipos da AF. Esses eventos

resultam de um cenario complexo, que envolve interagcbes entre as hemacias

falciformes e outros componentes do sistema circulatorio (Figura 2).

Figura 2. Fisiopatologia da anemia falciforme. Adaptado de (SWITZER et al., 2006).

A forma alterada e rigida da hemacia € mais propensa a aderéncia anormal
ao endotélio vascular (1) e hemdlise (2). Esses fatores resultam em um estado pro-
inflamatoério manifestado pela adesao de leucocitos (3) e pela agregacéo plaquetéaria
(6). O aumento da secrecao de endotelina-1 (ET-1) e a diminuicdo da concentracdo
do 6xido nitrico (NO), pela acdo da hemoglobina livre, resultam na exarcebacao da
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vasoconstricdo (4). O estreitamento vascular ocorre secundéario a proliferacdo de
células musculares lisas e fibroblastos dentro da camada intima (5). O resultado final
€ a vasculopatia (7) e vaso-oclusdo (8) (STEINBERG, 1999; SWITZER et al., 2006;
PLATT, 2008; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013).

As hemacias falcizadas apresentam um tempo de circulacdo mais curto,
devido ao elevado grau de hemdlise, que pode ocorrer de forma extravascular, pelo
reconhecimento das hemacias danificadas por células do sistema reticuloendotelial
ou dentro dos vasos, com os niveis podendo atingir até 30% da hemdlise total de um
individuo com AF (KATO et al., 2017). Assim, os individuos com AF apresentam altos
niveis de hemoglobina plasmética circulantes que, por sua vez, sequestram o 6xido
nitrico (NO), diminuindo sua disponibilidade (REES; GIBSON, 2012; NGO;
STEINBERG, 2014).

O NO é um gés produzido pelo endotélio vascular e possui efeito
vasodilatador, sendo um potente regulador do tdnus da musculatura lisa dos vasos. A
deplecao desse gas exacerba o fendmeno de vasoconstricdo e prejudica suas funcdes
vasculares: ocorre diminuicdo do relaxamento do musculo liso vascular, diminuicdo da
inibicdo da ativacdo e agregacado plaquetaria, além de aumento da expressdo de
moléculas de adeséo celular, como VCAM-1 (molécula de adeséo vascular-1) e ICAM-
1 (molécula de adeséo intercelular-1), P-selectina e E-selectina (WOOD et al., 2008;
SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2017). Como consequéncia da diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, os pacientes com AF que possuem um quadro de hemdlise
intravascular significativo sdo mais propensos a desenvolver diversas complicacdes
clinicas (MACK; KATO, 2006; MORRIS, 2011).

Além de produzir NO, as células endoteliais liberam endotelina-1 (ET-1), um
peptideo proé-inflamatério e vasoconstritor. A regulagdo do ténus vascular normal
depende de um equilibrio entre esses mediadores produzidos pelo endotélio. Além da
acao vasoconstritora, a ET-1 aumenta as concentracdes de moléculas de adeséo e
citocinas pro-inflamatorias, que estimulam a ativacdo de leucécitos e plaquetas e a
interacdo desses com o endotélio (KATO et al., 2005; LANARO et al., 2009; ODIEVRE
et al., 2011; ZHANG et al., 2016).

As interagOes entre diferentes tipos celulares, incluindo hemacias falcizadas
densas e desidratadas, reticuldcitos, leucocitos e células endoteliais anormalmente
ativadas, plaquetas e proteinas plasméaticas, aumentam a probabilidade de bloqueio

da microcirculacdo, que por sua vez causam vaso-oclusdo. A vaso-ocluséo
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tipicamente resulta em complica¢des agudas, incluindo danos isquémicos aos tecidos,
levando a dores intensas e insuficiéncia de érgados. Esse ambiente inflamatério é
exacerbado por episédios agudos que se interligam e se retroalimentam com a
hemolise, formando um ciclo inflamatério permanente, o que caracteriza a AF como
uma doenca inflamatéria cronica (DE FRANCESCHI et al.,, 2011; MANWANI;
FRENETTE, 2013; KATO et al., 2017).

Ao longo dos anos, a hemalise e a isquemia em pacientes com AF promovem
danos em 6rgaos como pulméo, coracéo, cérebro e rim, que podem ser sintomaticos
ou silenciosos. Hipertensdo pulmonar, retinopatia, insuficiéncia renal cronica,
osteonecrose, sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC),
priapismo e Ulceras maleolares, sdo exemplos de algumas das manifestacdes clinicas
da AF (REES et al., 2010; BALLAS et al., 2010).

2.2 ULCERAS MALEOLARES

A Ulcera maleolar (UM), também denominada Ulcera de membros inferiores
ou Ulcera de perna, € uma manifestacdo cutanea bastante frequente e dolorosa em
pacientes com AF (PALADINO, 2007; ALAVI; KIRSNER, 2015). Ocorre em areas com
reducdo do tecido subcutdneo e com menor fluxo sanguineo, como a regidao dos
maléolos medial e lateral (Figura 3), podendo ainda acometer, em menor frequéncia,
a regido anterior da tibia, tendao de Aquiles e o dorso do pé (SERJEANT et al., 2005;
MINNITI et al., 2010).

B

Figura 3. Imagens de Ulceras nos maléolos medial e lateral, respectivamente, em pacientes com AF
acompanhados na Fundacao HEMOPE em 2013. Fotos cedidas por Carolina Sanuzi.

Eventos hemoliticos, vaso-oclusivos e trombdéticos estdo relacionados com o

surgimento das UMs. Ademais, traumas, fatores socioecondémicos, ambientais e
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genéticos também podem contribuir para a ocorréncia dessa manifestacédo
(SERJEANT et al., 2005; NOLAN et al., 2006; PALADINO, 2007; MINNITI et al., 2010;
MADU et al., 2013; ALAVI; KIRSNER, 2015).

Estudos mostram que a UM € mais frequente em pacientes adultos, por volta
dos 21 anos de idade. A hipétese para a raridade dessa manifestacdo em pacientes
pediatricos € de que a principio a rede vascular tem capacidade de tolerar oclusbes
sem que o tecido epitelial sofra hipdxia. Com o passar dos anos, devido as sucessivas
oclusbes e danos recorrentes ao endotélio, 0 organismo passa a ndo mais tolerar
essas injurias, culminando nos danos teciduais (MINNITI et al., 2010; MADU et al.,
2013).

Alguns pacientes apresentam historia prévia de traumas com infeccdo
bacteriana secundaria, que culminam na abertura da Ulcera;, em outros,
espontaneamente, surge uma area dolorosa em pele ainda integra, seguida de edema
e vermelhiddo, evoluindo rapidamente para uma lesdo cuténea. As Ulceras
espontaneas surgem em areas da derme que sofrem sucessivos quadros de hipoxia
tecidual e danos ao endotélio, como os membros inferiores (PALADINO, 2007).

De acordo com sua duracao, a UM pode ser classificada em aguda ou cronica.
Contudo, ndo ha um consenso que defina um periodo especifico para a cronicidade,
aceitando-se, de modo geral, aguda quando ha cicatrizacdo em menos de um més, e
cronica com duracdo acima de 6 meses. A recorréncia dessa manifestacdo é
frequente, e o0 processo cicatrizagcdo, em geral, € lento, o0 que compromete
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes, trazendo danos psicoldgicos e
sociais (SERJEANT et al., 2005; MINNITI et al., 2010; UMEH et al., 2017).

2.2.1Tratamento e Prevencao

Devido a fisiopatologia multifatorial das UMs, ainda ndo ha um tratamento
especifico para essa manifestacdo. Entretanto, como forma de amenizar o risco de
infeccbes deve-se manter os devidos cuidados com as feridas abertas, através de
curativos e higiene adequada na area da lesdo. Dependendo da extenséo e do tempo
de abertura da ulcera, pode haver necessidade de terapias auxiliares, tais como,
enxerto de pele, uso de botas (conhecidas como botas de Unna), aplicacdo topica de
Burtirato de Arginina e administracdo oral de Sulfato de Zinco (DELANEY et al., 2013,
ALTMAN et al., 2015).
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Como medida preventiva recomenda-se o0 uso de meias de compressao com
0 objetivo de minimizar a estase venosa. Além disso, observagdes clinicas e estudos
epidemioldgicos documentaram o papel central do trauma no surgimento das UMSs.
Esse fato proporciona uma série de intervencdes simples que permitem reduzir a
prevaléncia dessa manifestagcdo, como, por exemplo, a utlizacdo de artefatos
protetores para a regido comumente afetada (MINNITI et al., 2010; ALAVI; KIRSNER,
2015; MINNITI; KATO, 2016).

A utilizacdo de hidroxiuréia (HU) é considerada favoravel ao quadro geral do
paciente com AF por reduzir a incidéncia de eventos vaso-oclusivos e hemoliticos
(GLADWIN et al., 2002; PLATT, 2008; KOVACIC, 2011). Contudo, uma vez que outros
fatores também tém influéncia no surgimento e cicatrizacdo das UMs, apenas a
administracdo da HU nao colabora diretamente na prevencado ou aceleracdo de sua

cicatrizagéo.

2.2.2 Fatores Genéticos

Inimeras sdo as variacbes no fendtipo dos individuos com AF. Alguns
pacientes seguem com curso clinico mais grave, com 0s primeiros sinais e sintomas
ocorrendo logo apés o nascimento, enquanto outros se tornardo sintomaticos mais
tarde ou raramente apresentardo intercorréncias clinicas que necessitem de
hospitalizacdo. Diante disso, acredita-se que, subjacente a mutacdo pontual no gene
HBB, existam moduladores genéticos que proporcionam quadros clinicos distintos e
variabilidade na ocorréncia das manifestacdes clinicas (STEINBERG, 2009;
FERTRIN; COSTA, 2010; DOMINGOS et al., 2014; THEIN, 2017).

Dentre os moduladores conhecidos, alguns tém seu efeito e influéncia sobre as
complicagcbes da AF bem estabelecidos. Um deles € a coexisténcia com alfa
talassemia (a-talassemia), a qual tem sido associada com uma menor taxa hemolitica,
reducdo da HbS e diminuicdo da polimerizagdo, amenizando 0s eventos vaso-
oclusivos e levando a um efeito protetor contra complica¢des clinicas, como a UM
(FERTRIN; COSTA, 2010).

Em 2006, Nolan e colaboradores analisaram 215 polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) em mais de 100
genes candidatos e verificaram a associagdo de alguns SNPs com a ocorréncia de
UMs em pacientes com AF. Foram genotipados 759 pacientes com AF oriundos de
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centros de referéncia para hemoglobinopatias dos Estados Unidos. Desses, 243
pacientes apresentaram histérico de UMs e 516 pacientes ndo haviam desenvolvido
UMs até a data de coleta. Os SNPs rs685417 e rs516306 no gene KLOTHO foram
associados a ocorréncia de UMs, sendo justificado pela atuacdo desse gene no
metabolismo do NO, importante fator envolvido na hemolise intravascular (NOLAN et
al., 2006). Posteriormente, esses SNPs foram relacionados com a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, em consequéncia, 0s pacientes com AF que possuem um
quadro de hemodlise intravascular significativo sdo mais propensos a desenvolverem
algumas complicagfes clinicas, chamadas coletivamente de sindrome da disfuncao
hemolitica-endotelial. Essas complica¢des incluem hipertensdo pulmonar, priapismo
e as UMs (MACK; KATO, 2006; KATO et al., 2007; MORRIS, 2011).

O estudo de Nolan e colaboradores também demonstrou que disfun¢gdes nas
vias de ativacdo de genes envolvidos nos mecanismos de angiogénese e reparo
tecidual, como a via de sinalizacdo TGF- / BMP e no receptor de tirosina quinase
TEK, podem influenciar no surgimento das UMs em individuos com AF. Os membros
da superfamilia TGF-B atuam na proliferagao celular, reepitelizacéo, inflamacéao local,
formacao de tecido de granulacéo e cicatrizacdo. Os SNPs que aumentam o risco de
UMs foram descritos em varios genes, como os que codificam os receptores TGFBR2,
TGFBR3 e BMPR1B, BMP6, proteinas sinalizadoras SMAD7 e SMAD9, SMURF1 e
enzimas, como MAP2K1 e MAP3K7. No gene TEK, foram verificadas associagdes dos
SNPs rs603085 e rs671084 com a ocorréncia das UMs (NOLAN et al., 2006).

Estudos relatam que a cicatrizacdo de Ulceras venosas € um processo
complexo, que envolve interacdes coordenadas entre a matriz de reparo tecidual,
fibroblastos, células epiteliais e endotelias e leucécitos (RAMIREZ et al., 2013;
MAQUART; MONBOISSE, 2014). Além desses fatores, evidéncias apontam que uma
rede de moléculas, incluindo microRNAs (miRNAs), atuam na regulacdo da
proliferacéao e diferenciacao celular e sintese de matriz extracelular no local da ferida
(PASTAR et al., 2012; WANG et al., 2012; BANERJEE; SEN, 2015).

Alguns miRNAs, como o miR-16, -20, -21, -106, -130a, -203, ja foram
relacionados com o desenvolvimento de Ulceras venosas cronicas em pacientes
diabéticos e com o processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas (PASTAR et al.,
2012, MADHYASTHA et al., 2012; PASTAR et al., 2014).
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2.3 MIRNAS

Os miRNAs sdo pequenas moléculas enddgenas de RNAs néo codificantes,
de fita simples (com aproximadamente 22 nucleotideos), que regulam a expressao
dos seus genes alvo de maneira pos-transcricional (BARTEL, 2009; HAMMOND,
2015). Até o momento, 1917 miRNAs foram descritos no genoma humano de acordo
com o] banco de dados mirBase (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_summary.pl?org=hsa, acesso em 08/07/2019).

Os genes codificantes dessas moléculas séo evolutivamente conservados e
podem estar localizados em introns, éxons ou em regides intergénicas. Estima-se que
mais de um terco dos genes humanos sdo preditos como alvos dos miRNAs e
aproximadamente 40% dos loci que os codificam estdo localizados em introns
(FRIEDMAN et al., 2009; CORTEZ et al., 2011; DI LEVA et al., 2014). Um dnico
MiRNA é capaz de regular simultaneamente centenas de genes que podem atuar em
diversas vias na célula, constituindo uma potente classe de reguladores genéticos
(KIM, 2005; BHATTACHARYYA et al., 2011).

2.3.1 Biogénese

A sintese dos miRNAs tem inicio no nucleo da célula (Figura 4), onde eles séo
transcritos pela RNA polimerase Il (RNA Pol II) em um longo miRNA primario (pri-
mMiRNA), que possui de centenas a milhares de bases de comprimento e pode conter
um ou mais miRNAs. Esses transcritos primarios exibem uma molécula de 7-
metilguanosina associada a extremidade 5 e uma cauda poli A na extremidade 3’.
Subsequetemente, os pri-miRNAs sdo clivados pela enzima RNase |ll Drosha, dando
origem a um transcrito curto, conhecido como micro-RNA precursor (pre-miRNA), com
cerca de 70 pares de bases, contendo um trecho de fita dupla e uma alca de fita
simples, formando uma estrutura denominada hairpin loop (estrutura em grampo). A
Drosha atua como parte integrante de um complexo nuclear que inclui o seu cofator
DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8), o qual estabiliza a associacdo da
Drosha com o pri-miRNA e determina a localizagcdo precisa do processamento
(BARTEL, 2004; KIM et al., 2009; BLAHNA; HATA 2012; HAMMOND, 2015).

O pre-miRNA ¢é transportado para o citoplasma, através da atividade da
enzima de exportacao nuclear, a Exportina 5. No citoplasma, esse precursor associa-

se a enzima Dicer, que cliva a estrutura em grampo e origina um miRNA fita dupla
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(duplex) com 18 a 22 nucleotideos em cada fita. O duplex é entédo incorporado a um
complexo proteico chamado Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC —
RNA Induced Silencing Complex), o qual € composto pela Dicer, helicases, proteina
TRBP (trans-activation response RNA-binding protein) de ligagdo ao RNA dupla-fita e
Argonauta 2. Essa ultima seleciona a fita guia (mMiRNA maduro) que permanecera
estavel no RISC, enquanto a outra, denominada fita passageira, sera rapidamente
degradada e removida (GREGORY; SHIEKHATTAR, 2005; KIM et al., 2009; BLAHNA;
HATA, 2012; HAMMOND, 2015).

Os miRNAs maduros selecionados podem ser gerados a partir de ambas as
fitas do duplex de miRNA. Acredita-se que a instabilidade termodinamica da regido 5’
seja a responsavel por definir qual sera a fita guia. Além disso, a posi¢cdo na formacéao
do grampo e a fragilidade do pareamento de bases em relacéo a outra cadeia também
pode influenciar na selecéo da fita guia (RANA, 2007; KIM et al., 2009; KAWAMATA,
TOMARI, 2010).
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Figura 4. Biogénese do miRNA. Adaptado de (BLAHNA; HATA, 2012).
2.3.2 Regulacao da expressédo génica por miRNAs
O miRNA maduro direciona o complexo RISC para as regifes nao-traduzidas

(UTR) 3’ ou 5, open reading frames e regibes promotoras dos seus respectivos

MRNAs alvo. Por sua vez, a regulacdo poés-transcricional exercida pelos miRNAs
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incorporados ao RISC depende do grau de complementariedade da sequéncia
localizada entre a posi¢cao 2 e 8 da regiao 5 do miRNA (chamada de seed), com o
MRNA alvo e pode ocorrer através de dois mecanismos: degradacdo do mRNA ou
repressao da traducdo. Quando ha complementariedade as regides codificadoras de
proteinas do mRNA, o mRNA é clivado por ribonucleases, o que resulta na
degradagdo do mRNA alvo. A maioria dos miRNAs presentes em humanos utiliza um
mecanismo de regulacao génica que nao envolve a clivagem dos mRNAs alvo. Esses
MiRNAs ligam-se por complementariedade parcial a regidbes UTRs de seus mRNAs
alvo, inibindo a traducdo do mRNA, sem que haja degradacdo (BARTEL 2009;
CORTEZ et al., 2011; MOTT; MOHR, 2015).

A repressao da traducdo pode ocorrer tanto no inicio desse processo como
em etapas mais tardias. Quando no inicio da traducdo, o RISC pode bloguear o
recrutamento da subunidade ribossdmica 60S ou a fungédo 5 Cap (CHENDRIMADA
et al., 2006; MATHONNET et al., 2007, KIRIAKIDOU et al., 2007; WAKIYAMA et al.,
2007), ou ainda induzir a deadenilacdo, que afeta a circularizacdo do RNA alvo
(interacdo do 5 CAP com cauda poli-A). Em um processo normal de traducédo, a cauda
poli-A interage com a proteina PABPC1 (poli-A binding protein C1), ao passo que
o 5 CAP interage com elF4E/elF4G (eukaryotic translation initiation factor
4E/AG). Por sua vez, a interacdo entre PAPBCL1 e elF4G leva a circularizacdo do
MRNA. No processo de deadenilacdo, alguns miRNAs atuam impedindo a
interacédo entre a PAPBCL1 e a elF4G, o que impede que o processo de traducao
se inicie (WU et al., 2006; MISHIMA et al., 2006; WAKIYAMA et al., 2007).

Os mecanismos posteriores ao inicio da traducdo incluem: dissociacdo
prematura dos ribossomos (PETERSEN et al., 2006), reducdo da velocidade de
elongacdo (MARONEY et al., 2006) ou protedlise durante a fase de elongacao
(NOTTROTT et al., 2006).

Além dos mecanismos de regulacdo pos-transcricional, ha relatos da ligacao
de miRNAs a proteinas (EIRING et al., 2010) e também da regulagédo da expressao
génica em um nivel transcricional por meio da ligacdo direta do miRNA ao DNA
(BARTEL 2004; GARZON et al., 2010, WU et al., 2010).

Devido a complementariedade parcial entre o miRNA e seu transcrito alvo, um
anico miRNA pode ter como alvo cerca de 200 transcritos diferentes. Em
contrapartida, diferentes miRNAs também podem ligar-se de forma cooperativa para

controlar um mRNA alvo, 0 que resulta em uma complexa rede de regulacdo (KIM
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2005; MISKA et al., 2008; BHATTACHARYYA et al., 2011).

Varios estudos tém demonstrado que expressdo desregulada de miRNAs
pode estar relacionada com o desenvolvimento de diversas doencas. De fato, essas
moléculas estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos biolégicos, como
proliferagcéo, diferenciagéo celular e apoptose (ERSON; PETTY, 2008; MEOLA et al.,
2009; IORIO; CROCE, 2012; DI LEVA etal., 2014; MOTT; MOHR, 2015). Diante disso,
os miRNAs vém ganhando destaque na busca de novos candidatos a moduladores
dos eventos clinicos das doencas falciformes.

Utilizando as técnicas de MicroArray, RT-gPCR e Northen Blot, Chen e
colaboradores analisaram a expressao de diversos miRNAs em individuos com pefrfil
de hemoglobina normal e em pacientes com AF e verificaram que os padrbes de
expressao dos miRNAs foram distintos entre os grupos. No grupo de individuos com
perfil de hemoglobina normal os miRNAs miR-320, -181, -141 foram mais expressos,
em contrapartida, os miRNAs miR-29a, -144, -451, -140 tiveram destaque no grupo
de individuos com AF. Posteriormente, foi identificado que o miR-320 tem como alvo
o CD71, que esta envolvido com a maturacédo eritroide. A baixa expressdo do miR-
320 em células de pacientes com AF foi associada a regulacdo negativa de CD71
durante a diferenciacéao eritrdide terminal e ao maior nimero de reticulécitos que esses
individuos apresentam, em relagdo aos individuos com hemoglobina normal (CHEN
et al., 2008).

O mir-144 foi relacionado com a capacidade antioxidante atenuada em
hemécias HbSS, reducéo da tolerancia ao estresse oxidativo e aumento da gravidade
da anemia em pacientes com AF (SANGOKOYA et al., 2010). Um estudo realizado
por Khalyfa e colaboradores analisou a expressdao de miRNAs em 32 pacientes
pediatricos com AF. Foi relatado que a expressao anormal de alguns miRNAs estava
relacionada com a clinica desses pacientes, onde 3 miRNAs foram exclusivamente
identificados no grupo com clinica “grave” e 141 miRNAs foram identificados apenas
no grupo com clinica “leve” (KHALYFA et al., 2016).

Em 2018, um estudo realizado por Biassi e colaboradores verificou a
expressao de 667 miRNAs em amostras de plasma de pacientes com AF classificados
de acordo com o indice de gravidade da doenca. Observou-se que 17 miRNAs foram
diferencialmente expressos entre 0s grupos, e, posteriormente, 5 (miR15b, miR502,
miR510, miR544, miR629) desses miRNAs foram selecionados para validacdo em 56

amostras de pacientes com AF. Os miRNAs miR510 e miR629 foram
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significativamente diminuidos em pacientes mais graves. O miR510 foi relacionado
com a regulacao da Peroxirredoxina-1, uma proteina envolvida no estresse oxidativo.
O aumento do estresse oxidativo apresentado na AF sugere que o miR510 tem um
papel nesse mecanismo. JA 0 miR629 foi relacionado com a ET-1. Como € sabido,
esse peptideo vasoconstritor esta aumentado na AF e é importante na hipertensao
pulmonar (BIASSI et al., 2018).

Esses estudos sugerem que os miRNAs podem atuar como moduladores
epigenéticos da AF, contribuindo para o entendimento da heterogeneidade clinica

observada nessa doenga.

2.3.3 miR-21

O miRNA-21 (miR-21), também conhecido como hsa-mir-21, foi um dos
primeiros miRNAs de mamiferos identificados e desempenha um papel crucial em
diversas funcdes fisioldgicas e patolégicas. Em varios tipos de cancer, a expressao
desse mIRNA apresentou-se positivamente regulada, caracteristica que o classifica
como um “oncomiR” (MiRNA associado ao desenvolvimento de céancer) (RIBAS;
LUPOLD, 2010; FENG; TSAO, 2016). Nos ultimos anos, foram descritos papéis
adicionais do miR-21 em doencas cardiovasculares, hematolégicas e pulmonares
(KUMARSWAMY et al., 2011; BHAGAT et al., 2016).

Uma vez que o miR-21 atua no controle de diversas funcdes biolégicas, com
destaque para a regulacdo da proliferagdo e migracdo celular, angiogénese e
remodelacdo da matriz extracelular, a expressdo desregulada desse mMIRNA
frequentemente é relacionada com doencas cutaneas, como psoriase, eczema
atopico e Ulceras venosas cronicas (SONKOLY et al., 2007; MADHYASTHA et al.,
2012; WANG et al., 2012; PASTAR et al., 2012; BANERJEE; SEM, 2015).

Em humanos, o gene MIR21 codifica o transcrito priméario do miR-21 (pri-miR-
21) e esta localizado no cromossomo 17 (q23.2), sobrepondo-se a extremidade 3' UTR
do gene TMEMA49 [codificante da Proteina Transmembranar 49, também conhecida
como Proteina da Membrana do Vacuolo Humano 1 (VMP-1)] (Figura 5).

Apesar de MIR21 e TMEM49 estarem sobrepostos na mesma direcao da
transcricdo, sdo genes regulados de forma independente e possuem suas proprias
regides promotoras. No entanto, todos os transcritos do MIR21 contém o ultimo éxon
do TMEMA49 (FUJITA et al., 2008; FENG; TSAO, 2016).
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No ndcleo, esse transcrito é clivado, gerando o precursor do miR-21 (pre-miR-
21), que possui 72 pares de bases. Por fim, o pre-miR-21 é processado no citoplasma
até chegar em sua forma madura (miR-21), com 22 nucleotideos de comprimento

(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_MIR21.html, acesso em 20/08/2019).
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Figura 5. Localizacéo cromossémica do gene codificante do miR-21. Em humanos, o MIR21 esta
localizado no locus 17¢g23.1, sobrepondo-se a extremidade 3° UTR do TMEM49 (gene codificante da
Proteina Transmembranar 49). Apesar dessa sobreposicdo, esses genes sdo regulados
independentemente e possuem seus proprios promotores. Os éxons 11 e 12 sdo 0s éxons terminais
de TMEMA49. A regido promotora do MIR21 esta indicada como miPR-21 e seus sitios de inicio da
transcricdo estdo localizados na regido equivalente ao intron 11 do gene TMEM49. A estrutura
vermelha representa o hairpin (estrutura em grampo) do pre-miR-21, que estéa localizado imediatamente
a jusante do TMEM49. Os sinais de poliadenilacé@o estéo indicados por A. Elaborado pela autora, 2018.

2.3.4 miR-130a

O miRNA-130a (miR-130a), também conhecido como hsa-mir-130a, faz parte
da Familia miR130/301, que é composta por 129 miRNAs (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_summary.pl?fam=MIPF0000034, acesso em 20/08/2019). Foi identificado
pela primeira vez por estudos de clonagem em modelos murinos (LAGOS-QUINTANA
et al., 2002). Posteriormente, sua expressao foi também verificada em células-tronco
embrionéarias humanas (SUH et al., 2004).

Estudos demonstraram que esse miRNA desempenha um papel importante
em diversos processos fisiologicos, incluindo a regulagdo do crescimento celular e
apoptose. Devido as suas fungdes bioldgicas, o miR-130a possui varios alvos e atua

em diferentes tipos de cancer, incluindo carcinoma hepatocelular, cancer de pulméo,
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cancer de ovério, glioblastoma, carcinoma de prostata e leucemia (ZHANG et al.,
2016; CHEN et al., 2017). Ademais, em amostras de feridas cutaneas e Ulceras
venosas cronicas, esse miRNA apresentou expressdo aumentada, destacando seu
papel no processo de cicatrizacdo de lesbes (BANERJEE et al., 2010; PASTAR et al.,
2012; BANERJEE; SEN, 2015).

Em humanos, o transcrito primério do miR-130a (pri-miR-130a) € codificado
pelo gene MIR130A, que estéa localizado no locus 11g12.1 e assim como o MIR21,
contém apenas um éexon em sua sequéncia (Figura 6)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/406919, acesso em 08/07/2019). O pri-miR-130a
é clivado no nucleo para gerar o precursor miR-130a (pre-miR-130a), que possui 88
pares de bases. Por fim, o pre-miR-130a € processado no citoplasma até chegar em
sua forma madura (miR-130a), com 22 nucleotideos de comprimento
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_MIR130A.html, acesso em 08/07/2019).

Cromossomo 11 MIR130A

Figura 6. Localizacdo cromossémica do gene codificante do miR-130a. (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=MIR130A, acesso em 08/07/2019).

2.4 INFLUENCIA DO MIR-21 E DO MIR-130A NO PROCESSO DE CICATRIZACAO
DE ULCERAS VENOSAS

As Ulceras venosas séo feridas cutaneas que apresentam alta morbidade e
os fatores genéticos envolvidos na sua patologia ainda sé&o pouco estudados,
impedindo o desenvolvimento de estratégias de tratamento eficazes (AGALE, 2013;
PASTAR et al., 2014).

Entretanto, evidéncias apontam a importancia dos miRNAs na homeostase do
tecido cutaneo (ANDL et al., 2006; Yl et al., 2009; BANERJEE et al., 2010). Um estudo
realizado por Wang e colaboradores identificou 54 miRNAs, incluindo miR-21,
alterados no estagio de formacao do tecido de granulagdo durante a cicatrizacdo de
feridas. Esses miRNAs estavam intimamente relacionados aos principais eventos do
reparo de lesbes cutaneas, incluindo migracao e proliferacéo celular, angiogénese e
remodelamento de matriz (WANG et al., 2012).
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Em uma analise realizada em amostras de Ulceras venosas, em 2012, Pastar
e colaboradores identificaram um conjunto miRNAs com expressdo aumentada, entre
eles o miR-21 e o miR-130a, em relacdo as amostras de pele integra. O estudo utilizou
uma coorte de 10 pacientes diabéticos com Ulceras venosas. Através das técnicas de
PCR em tempo real, hibridizacdo in situ e analises computacionais, foi possivel
observar que a superexpressdo dos miRNAs 21 e 130a contribuiu para a perda da
homeostase do tecido e a incapacidade de migracdo dos queratindcitos nas lesdes
cutaneas e, consequentemente, para a cronicidade das Ulceras (PASTAR et al.,
2012).

Os queratindcitos, principais componentes celulares da epiderme, sdo
responsaveis por restaurar a epiderme apés lesdo, através de um processo
denominado epitelizacdo. Esse processo € essencial para a cicatrizacao de lesdes
cutaneas e é usado como parametro de definicdo de um fechamento bem-sucedido
de uma ferida. Uma leséo n&o pode ser determinada cicatrizada, independentemente
da totalidade das estruturas dérmicas subjacentes, se ndo possuir epitelizacédo
completa (RAMIREZ et al., 2013; PASTAR et al., 2014).

O estudo de Pastar e colaboradores identificou que a superexpressao dos
MiRNAs 21 e 130a suprimiam o0 processo de epitelizacdo e formacao do tecido de
granulacdo, retardando o processo de cicatrizagdo, e, consequentemente,
contribuindo para que as lesdes agudas se tornassem cronicas. A expressao
aumentada do miR-21 foi detectada ndo apenas na epiderme das Ulceras venosas,
mas também na derme e nos vasos sanguineos, onde o miR-130a também se
apresentou induzido. A superexpressao desses miRNAs também foi relacionada com

a diminuicdo dos niveis de transcritos do receptor de leptina (PASTAR et al., 2012).
2.5 PAPEL DA LEPTINA NA CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS

A leptina é um produto proteico do gene ob, constituido por 146 aminoacidos,
que circula como um mondémero de 16 kDa. E um hormdnio que possui varias
propriedades fisiolégicas, tais como homeostase do peso corporal, metabolismo
lipidico, formacao 6ssea e angiogénese (TADOKORO et al., 2015). Ha evidéncias de
que a leptina desempenha um papel importante na hematopoiese, uma vez que
contribui para a producdo de eritropoietina pelo rim (MIKHAIL et al., 1997), e
potencializa a ativacdo plaquetaria (GIANDOMENICO et al., 2005). Também foi
demonstrado que esse hormdénio atua na fisiopatologia da AF. Verificou-se que
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durante periodos instaveis da doenca (estado ndo estacionario), como crises de dor,
0s pacientes apresentavam reducéo significativa dos niveis plasmaticos de leptina,
guando comparados aqueles em estado estacionario e aos individuos sem AF. No
entanto, ainda ndo esta bem compreendido como a leptina atua na modulacéo clinica
da doenca (IWALOKUN et al., 2011).

Os receptores de leptina sdo expressos principalmente no hipotalamo, nas
células endoteliais, células mononucleares do sangue periférico e nos queratinocitos
(TARTAGLIA et al., 1995). Na pele normal, a leptina e seu receptor (Ob-R) foram
amplamente observados na camada basal celular, nos fibroblastos, células
glandulares sebaceas, células glandulares sudoriparas e células endoteliais
vasculares, sugerindo que esse hormdonio participa da fisiologia normal dos tecidos
cutaneos maduros (STALLMEYER et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que a leptina € um potente fator angiogénico e atua
no reparo e regeneracdo de lesdes cutaneas, tornando-se um alvo importante na
elucidacdo dos distarbios no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas,
queimaduras e Ulceras (BOULOUMIE et al., 1998; LIAPAKIS et al., 2008;
TOKUYAMA-TODA; SATOMURA, 2016).

O efeito angiogénico da leptina foi investigado através de um estudo no qual
esse hormoénio foi administrado por via exdgena e foi avaliado o processo de
cicatrizacdo em queimaduras cutaneas provocadas em ratos. A analise qualitativa de
angiogénese, nas amostras obtidas a partir de bidpsias, foi realizada utilizando-se a
coloracdo de hematoxilina e eosina. Cada fragmento de tecido, de cada grupo
experimental, foi submetido a avaliagdo imuno-histoquimica da densidade dos
microvasos pela coloracdo da célula endotelial utilizando anticorpo monoclonal.
Verificou-se que a administracdo exdgena de leptina aumentou a angiogénese
tecidual em queimaduras no modelo experimental (LIAPAKIS et al., 2008).

Frank e colaboradores verificaram que a administracao sistémica e topica da
leptina melhorou significativamente o processo de epitelizacdo de feridas cutaneas
em ratos com deficiéncia desse hormdnio. Além disso, a leptina topicamente aplicada
acelerou as condi¢cfes normais de cicatrizacéo de feridas em ratos sem deficiéncia de
leptina. Analises de imuno-histoquimica mostraram que o0s queratinécitos em
proliferacdo localizados nas margens da ferida expressaram especificamente o
subtipo de receptor de leptina Ob-R durante o reparo. Ademais, foi verificado que a

leptina mediava um estimulo mitogénico para queratindcitos humanos in vitro (FRANK
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et al., 2000).

Estudos mais recentes demonstraram, de maneira semelhante ao estudo de
Frank e colaboradores, o efeito estimulante da leptina na proliferacéo, diferenciacao e
migracdo de queratinOcitos humanos in vitro e na aceleracdo da cicatrizacdo de
Ulceras venosas em ratos. No entanto, nesses estudos, a leptina foi administrada
apenas por via topica, e no estudo de Tokuyama-Toda e Satomura esse horménio foi
administrado em dose Unica, com o objetivo de evitar possiveis efeitos adversos, como
distirbios metabdlicos, devido a atuacdo sistémica e multifuncional da leptina
(TADOKORO et al., 2015; TOKUYAMA-TODA; SATOMURA, 2016).

Os efeitos do miR-21 e do miR-130a na regulagéo da expresséo da leptina
foram examinados através da avaliacao dos niveis de mMRNA desse hormonio proteico
nos queratindcitos humanos primarios transfectados com os precursores desses
mMiRNAs. A andlise de gPCR mostrou niveis significativamente reduzidos do mRNA do
receptor de leptina em células que expressavam miR-21 e miR-130a em comparagao
com o controle, indicando uma regulacéo negativa desses miRNAS na via da leptina
(PASTAR et al., 2012).

Contudo, até o presente momento, ndo ha na literatura um estudo que tenha
analisado o perfil de expressao desses miRNAs em pacientes com AF e sua relagéo
com os niveis de leptina sérica e o desenvolvimento de UMs. Diante disso, torna-se
evidente a importancia de analisar a influéncia dessas moléculas nesses individuos,
na busca de novas perspectivas sobre os mecanismos moleculares que podem
contribuir para o retardo da cicatrizagdo e, consequentemente, com a cronicidade das
UMs na AF.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico observacional do tipo caso-controle, que foi
realizado no periodo de marco de 2017 a julho de 2019. O projeto foi desenvolvido no
Laboratorio Central do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco
(LABCEN-UFPE) e no Laboratorio de Doencas Transmissiveis do Departamento de
Parasitologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes-Fiocruz-PE, que ofereceram
toda a infraestrutura requerida para a pesquisa. A Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) — Recife foi incluida no projeto como
instituicdo co-participante, onde foram coletadas as amostras e realizadas as analises

dos prontudrios dos pacientes participantes.

3.2 DEFINICAO DE GRUPOS

Apbs a analise de prontuarios médicos, dos quais foram obtidas informacdes
sobre 0s respectivos cursos clinicos, foram selecionados 60 pacientes, que
obrigatoriamente correspondiam aos critérios de inclusdo do estudo, sendo eles (1)
ter acima de 18 anos, (2) néo ter realizado regime profilatico de hipertransfusao
sanguinea e/ou hidroxiuréia por pelo menos trés meses até o momento da coleta e (3)
apresentar acompanhamento regular pelo ambulatério do HEMOPE.

N&o foram incluidos no estudo pacientes que apresentaram algumas das
principais manifestacdes clinicas que possam ter etiologia decorrente da doenca de
base (a saber: osteonecrose, AVC, priapismo e STA), como proposto por Ballas e
colaboradores (BALLAS et al., 2010).

Os pacientes com histérico de UM foram considerados casos, e aqueles que,
até a data da coleta ndo apresentaram essa manifestacdo, foram considerados
controle (n=20). Para melhor compreenséao da analise, esse grupo foi denominado de
“Controle-HbSS” e o grupo caso foi dividido em dois subgrupos como se segue:

a) Grupo Ulcera Maleolar Aberta (UMA): 19 pacientes com AF com UM ativa

no momento da coleta,

b) Grupo Ulcera Maleolar Fechada (UMF): 21 pacientes com AF com UM

cicatrizada no momento da coleta.
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Além dos pacientes com AF, também foi analisado um grupo de 10 doadores
com perfil de hemoglobina normal, identificado como “Controle-HbAA”. Esse grupo foi
composto por individuos adultos, que ndo apresentavam doencas dermatoldgicas
(Ulcera ou feridas cutaneas, psoriase e eczema atopico) no momento da coleta. A
avaliacao do perfil de hemoglobina foi realizada por eletroforese alcalina (pH 8,6) em

suporte solido.

3.3 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias das Saude da UFPE (CCS/UFPE) (N° do parecer: 2.469.384) (Anexo A).
Apés a aprovacéo, o projeto foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios
éticos estabelecidos na resolugdo 196/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
Todos os individuos envolvidos foram orientados sobre a proposta da pesquisa e
assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo B), concedendo autorizagdo para a coleta da amostra de sangue
periférico para a realizacao de procedimentos descritos adiante.

3.4 COLETA DE MATERIAL

De todos os individuos que se dispuseram a participar da pesquisa, apdés
assinatura do TCLE, foram realizadas coletas de amostras de sangue periférico para
realizacdo das analises moleculares. A cada convocacéo feita por telefone ou durante
as consultas ambulatoriais de rotina, 4,0 mL de sangue periférico foram coletados em
tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA) para
realizacdo dos experimentos de expressdo génica. Para as dosagens de leptina
sérica, foram coletados 4,0 mL de sangue periférico em tubos com ativador de coagulo
e gel separador para obtenc&o do soro. Os pacientes foram orientados a realizar 12
horas de jejum e nédo praticar qualquer tipo de exercicio fisico no dia antecedente a
coleta. As amostras coletadas foram conduzidas ao laboratério de Hematologia e
Biologia Molecular do LABCEN-UFPE, onde foram processadas para que as analises

moleculares pudessem ser realizadas.
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3.5 EXTRACAO DOS MIRNAS

A extracdo dos miRNAs foi realizada a partir de aliquotas de 500 pL de sangue
total dos pacientes, através do kit mirVana™ PARIS Kit (Invitrogen™), seguindo o
protocolo do fabricante. Inicialmente, o RNA total da amostra foi isolado atraves de
extracao organica, utilizando-se uma solucédo desnaturante e 4cido fenol-cloroférmio.
Em seguida, ocorreu o enriquecimento da amostra com miRNAs através da
imobilizacdo dos RNA maiores em filtros e de duas filtracbes consecutivas com
quantidades diferentes de etanol 100%. Por fim, algumas etapas de lavagens foram
necessarias para remocdo de impurezas e resquicios de reagentes. Ao final das
lavagens, os miRNAs foram ressuspensos em uma solucao de eluicdo e armazenado
a -80°C para posterior uso.

Posteriormente, as amostras extraidas foram quantificadas em
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Techonologies, Rockland, DE) e
a integridade foi avaliada no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, CA, EUA), disponibilizado no Laboratério de Hematologia da
Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirdo Preto.

3.6 ANALISE DA EXPRESSAO RELATIVA DO MIR-21 E DO MIR-130A

A quantificacdo da expressédo dos miRNAs de interesse foi realizada através
de transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real quantitativa (RT-gPCR). Para
a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado o TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Codigo de catalogo: 4366597; Applied Biosystems™, CA, EUA).
Cada reacéao continha 15 pL de volume final, sendo 7 pL do MIX [0,15 pL de dNTPs
100 mM, 1 pL de MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/uL), 1,5 puL de 10X
Reverse Transcription Buffer, 0,19 puL de RNase Inhibitor (20 U/uL) e 4,16 pL de agua
livre de nuclease], 3 pL de oligonucleotideo e 5 uL da amostra de miRNA (2 ng/uL).
As condicdes da reacdo compreenderam as etapas de 30 minutos a 16 °C, 30

minutos a 42 °C, 5 minutos a 85 °C e 4°C até refriar a amostra.

Apbés a sintese do cDNA, as reacfes de PCR em tempo real quantitativas
(gPCR) foram realizadas em triplicata em placas opticas MicroAmp de 96 pocos, no
equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR (Applied Biosystems™, CA, EUA),
utilizando o TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems™, CA, EUA), seguindo
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estritamente as instru¢cdes do fabricante. Cada reacao tinha 20 puL de volume final,
contendo, 2X Master Mix Universal TagMan, amostra de cDNA, sondas especificas
(miR-21 — ID do ensaio: 002438 e miR-130a — ID do ensaio: 000454; Applied
Biosystems™, EUA) e agua livre de nuclease. A ciclagem para os ensaios foi
inicialmente 95°C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto.

O RNUG6B (ID do ensaio: 001093; Applied Biosystems™, EUA) foi utilizado
como referéncia para normalizacdo dos resultados. A selecdo desse pequeno RNA
baseou-se em dados da literatura, nos quais foram relatados que em estudos com AF
esse normalizador apresentou uma boa estabilidade (Sangokoya et al 2010; Pule et
al 2016; Khalyfa et al 2016). O método comparativo dos Ct’s foi usado para determinar
a expressao relativa dos miRNAs de interesse (miR-21 e miR-130a). Esse método se
baseia na comparacéo dos valores de Ct (Ciclo de Threshold) entre dois grupos de
amostras, no momento em que a PCR atinge a fase exponencial de amplificacao
(Schmittgen and Livak 2008). Os valores foram calculados para replicata com base na
normalizagdo dos genes de interesse subtraido do gene normalizador (ACt = Ctmirna
alvo — Ctrnuss). Posteriormente, foi obtida a diferenca desse valor pelo Ct da amostra
referéncia (AACt = ACt— ACtreferencia. A amostra referéncia € um cDNA composto por
um pool de amostras de individuos com perfil de hemoglobina normal. E importante
salientar essa amostra de referéncia foi usada como um controle interno e seus
resultados foram comparados em todos os experimentos. Por fim, foi aplicada a

seguinte formula: 2-24Ct,

3.7 DOSAGEM DA LEPTINA

Para obtencdo do soro, o sangue coletado dos pacientes com AF foi
centrifugado a 1600 rpm por 10 minutos a 4°C e congelado a -80°C até o momento da
dosagem. A dosagem da leptina foi realizada através do método imunoenzimatico,
utiizando o Human Leptin ELISA Kit (Catalogo: EZHL-80SK; Millipore®, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Investigagéo Clinica em Resisténcia a Insulina — LICRI da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).



37

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos softwares SPSS
Statistics 19.0 (IBM corporation) e GraphPad Prism (versdo 5.0). O Teste de
Kolmogorov—Smirnov e o Teste de Shapiro-Wilk foram utilizados para avaliar se a
amostra em questao apresentava distribuicdo normal. Uma vez que nao apresentaram
distribuicdo normal, as analises foram realizadas através dos testes de Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis, que sdo testes ndo paramétricos aplicados para comparar variaveis
continuas. O Teste de Mann-Whitney foi utilizado na comparacédo entre dois grupos
de pacientes e o Kruskal-Wallis foi aplicado quando houve comparacao entre mais de
dois grupos. Para todos os testes o nivel de significAncia estatistica foi estabelecido
em p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 60 pacientes incluidos no estudo, 40 pacientes foram considerados casos
(Grupo UMA e grupo UMF) e 20 foram considerados controles. A mediana de idade
do grupo controle foi de 26 anos de idade (variacdo: 19 a 61 anos), sendo 10 do sexo
masculino e 10 do sexo feminino. O grupo UMA foi composto por 19 pacientes, sendo
13 do sexo masculino (68%) e 6 do sexo feminino (32%), com mediana de idade de
35 anos (variacdo: 24 a 56 anos). J4 o grupo UMF foi composto por 21 pacientes,
sendo 9 do sexo masculino (43%) e 12 do sexo feminino (57%), com mediana de idade
de 34 anos (variagcdo: 22 a 52 anos).

Alguns individuos do grupo caso apresentaram histérico de UM recorrente,
abrindo e cicatrizando ao longo dos anos, sendo 20 anos (variagdo: 10 a 38 anos) a
mediana de idade do surgimento da primeira UM nesses pacientes. Os individuos do
grupo “UMA” apresentavam ulceras crbnicas, ativas por no minimo 1 ano antes da
data de coleta da amostra sanguinea, chegando a 15 anos o tempo de evolugédo mais
longo da UM. Em relagéo ao tempo de cicatrizagdo das UMs dos pacientes analisados
no grupo “UMF”, foi relatado que o fechamento mais recente havia ocorrido 1 més
antes do momento da coleta (variacdo: 0,08 a 20 anos).

O grupo de doadores com perfil de hemoglobina normal, foi composto por 5
individuos do sexo masculino e 5 do sexo feminino, com mediana de idade de 25 anos

(variacéo: 20 a 30 anos).
4.2 ENSAIOS DE EXPRESSAO DOS MIRNAS MIR-21 E MIR-130A

Inicialmente, foi realizada uma analise quantitativa da expressao relativa de
miR-21 e miR-130a dos grupos de pacientes com UMA, com UMF e o grupo Controle-
HbSS. Houve diferenca significativa dos perfis de expressao desses miRNAs entre 0s
trés grupos analisados (miR-21: p<0.0001, Figura 7A; miR-130a: p=0.0003, Figura
7B). O miR-21 mostrou-se 4,12 vezes mais expresso no grupo de pacientes com UMA
em comparacao ao grupo Controle-HbSS (p<0.0001, Fold Change [FC]=4,12) e 3,48
vezes mais expresso nos pacientes com UMA em relacdo aos pacientes com UMF
(p<0.0001, FC=3,48) (Figura 7A). O miR-130a apresentou-se 3,92 vezes mais

expresso nos pacientes com UMA quando comparados aos pacientes do grupo
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Controle-HbSS (p=0.0006, FC=3,92) e 4,53 vezes quando comparados aqueles com
UMF (p=0.0004, FC=4,53) (Figura 7B).
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Figura 7. Perfil de expressdo do miR-21 e do miR-130a em pacientes com AF. A) Perfil de expressao
relativa de miR-21/RNU6B dos grupos UMA, UMF e Controle-HbSS; B) Perfil de expressao relativa de
miR-130a/RNU6EB dos grupos UMA, UMF e Controle-HbSS. As barras horizontais representam o valor
mediano da expressdo de miR-21 e miR-130a relativa ao RNU6B. Foram considerados significativos
os valores de p<0.05. *Controle-HbSS: pacientes com AF sem histérico de UM; UMA: pacientes com
AF e UM aberta; UMF: pacientes com AF e UM fechada; FC: Fold Change.

Posteriormente, foram comparados os valores da expressao relativa de miR-
21/RNU6B e de miR-130a/RNU6B das amostras do grupo Controle-HbAA, composto
por individuos com perfil de hemoglobina normal, frente as amostras de pacientes do
grupo Controle-HbSS e de pacientes do grupo UMF. N&o foi observada nenhuma
diferenca significativa entre os grupos analisados (miR-21: p=0.1829, Figura 8A; miR-
130a: p=0.3537, Figura 8B). No entanto, foi observada uma maior expressao de miR-
21 e miR-130a no grupo de pacientes com UMA em relacdo ao grupo Controle-HbAA
(miR-21: p=0<0.0001, FC=2,95, Figura 8C; miR-130a: p=0.0009, FC=9,50, Figura 8D).
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Figura 8. Perfil de expressdo do miR-21 e do miR-130a em pacientes com AF e individuos com
hemoglobina normal. A) Perfil de expressao relativa de miR-21/RNU6B dos grupos Controle-HbSS,
Controle-HbAA e UMF; B) Perfil de expressao relativa de miR-130a/RNU6B dos grupos Controle-HbSS,
Controle-HbAA e UMF; C) Perfil de expressao relativa de miR-21/RNU6B dos grupos Controle-HbSS,
Controle-HbAA e UMA; D) Perfil de expresséo relativa de miR-130a/RNU6B dos grupos Controle-HbSS,
Controle-HbAA e UMA.. As barras horizontais representam o valor mediano da expressao de miR-21 e
miR-130a relativa ao RNU6B. Foram considerados significativos os valores de p<0.05. *Controle-HbAA:
individuos com perfil de hemoglobina normal; Controle-HbSS: pacientes com AF sem histérico de UM;
UMA: pacientes com AF e UM aberta; UMF: pacientes com AF e UM fechada; FC: Fold Change.

4.3 ANALISES DA DOSAGEM DE LEPTINA

Todas as analises relacionadas aos niveis de leptina foram realizadas levando
em consideracao apenas os pacientes AF, classificados de acordo com o historico de
UM. Foram analisados 54 pacientes, sendo 19 com UMA, 15 com UMF e 20 sem
histérico de UM até a data da coleta. Inicialmente, foram comparados os valores dos
niveis de leptina do grupo UMA, frente aos grupos Controle-HbSS e UMF. Os
resultados mostraram uma diferenca significativa entre os trés grupos analisados
(p=0.0058; Figura 9A). Os niveis mostraram-se significativamente maiores no grupo
de pacientes com UMA, quando comparado ao grupo com UMF e ao grupo Controle-
HbSS (p=0.0022 e p=0.0179, respectivamente; Figura 9A). Em contrapartida, nédo
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houve diferenca significativa nos niveis de leptina quando comparados 0s grupos
Controle-HbSS e o0 UMF (p=0.5929; Figura 9B).
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Figura 9. Niveis séricos de leptina em pacientes com AF. A) Niveis séricos de leptina dos grupos de
pacientes Controle-HbSS, UMA e UMF; B) Niveis séricos de leptina dos grupos de pacientes Controle-
HbSS e UMF. As barras horizontais representam o valor mediano dos niveis séricos de leptina de cada
grupo. Foram considerados significativos os valores de p<0.05. *Controle-HbSS: pacientes com AF
sem histérico de UM; UMA: pacientes com AF e UM aberta; UMF: pacientes com AF e UM fechada;
FC: Fold Change.

Uma analise posterior foi realizada levando em consideracdo apenas
pacientes do sexo feminino. Foram comparados os grupos de pacientes UMA (n=6),
Controle-HbSS (n=10) e UMF (n=8). Houve diferenca significativa entre os trés grupos
analisados (p=0.0102; Figura 10A). Foi observado que os niveis séricos de leptina
foram significativamente maiores no grupo de pacientes do UMA, quando comparado
aos demais grupos (p=0.0127 e p=0.0056, respectivamente; Figura 10A). Contudo,
nao houve diferenca significativa entre os grupos Controle-HbSS e o grupo UMF
(p=0.6891; Figura 10B).
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Figura 10. Niveis séricos de leptina em pacientes com AF do sexo feminino. A) Niveis séricos de leptina
dos grupos de pacientes Controle-HbSS, UMA e UMF; B) Niveis séricos de leptina dos grupos de
pacientes Controle-HbSS e UMF. As barras horizontais representam o valor mediano dos niveis de
leptina de cada grupo. Foram considerados significativos os valores de p<0.05. *Controle-HbSS:
pacientes com AF sem histérico de UM; UMA: pacientes com AF e UM aberta; UMF: pacientes com AF
e UM fechada. ** Para essa analise foram incluidos apenas os pacientes do sexo feminino.
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5 DISCUSSAO

A principio, os estudos voltados para compreensao da variedade fenotipica
observada nos pacientes com AF eram direcionados apenas para a analise da
expressao génica, a nivel transcricional. Contudo, na busca de novos candidatos a
moduladores dos eventos clinicos da doenca, pesquisas mais recentes estao focadas
em mecanismos de regulacdo poés-transcricional, com destaque para 0os mMiRNAs
(CHEN et al., 2008; SANGOKOYA et al., 2010; KHALYFA et al., 2016; BIASSI et al.,
2018).

Diante disso, o presente estudo foi o primeiro a avaliar a influéncia de miRNAs
no desenvolvimento das UMs em pacientes com AF. Nossos resultados
demonstraram que pacientes com UMA apresentaram maior expressao dos miRNAs
miR-21 e miR-130a em relacdo aqueles com UMF e aos pacientes que ndo haviam
desenvolvido UM até a data da coleta. De fato, evidéncias apontam que o miR-21 e o
miR-130a atuam como moduladores genéticos no processo de epitelizacdo e reparo
tecidual e que estdo relacionados com o desenvolvimento de feridas cutaneas,
incluindo Ulceras venosas (GOREN et al., 2003; PASTAR et al., 2012; WANG et al.,
2012; BANERJEE; SEM, 2015).

Pastar e colaboradores verificaram que em amostras de lesfes ulcerativas
cronicas de pacientes diabéticos, obtidas por biopsia, esses miRNAs apresentavam
uma maior expressado, quando comparadas aquelas de pele integra. Em nosso
estudo, para avaliar a influéncia de miRNAs em feridas cutaneas e Ulceras venosas,
essas moléculas foram obtidas a partir de amostras do sangue periférico. Além disso,
nossa amostra populacional foi constituida por pacientes com AF, em contrapartida,
Pastar e colaboradores analisaram pacientes diabéticos (PASTAR et al.,, 2012).
Apesar da diferenca de metodologia, em nosso trabalho também foi possivel
identificar a associacdo da expressdo aumentada dos miRNAs miR-21 e miR-130a
com o desenvolvimento de ulceras maleolares.

No presente estudo, também analisamos um grupo de individuos que néo
apresentavam AF frente a pacientes com AF, com o intuito de verificar se a expresséo
aumentada dos miRNAs-alvo estava de fato relacionada apenas com a presenca de
UMs ou estaria sendo influenciada pela AF. Nossos resultados demonstraram que nao

houve nenhuma diferenca significativa nos perfis de expressédo do miR-21 e do miR-



44

130a entre os pacientes com AF sem histérico de UM e os individuos com perfil de
hemoglobina normal (individuos sem AF). Também n&o houve diferenca significativa
entre 0os niveis de expressdo desses miRNAs quando comparamos 0S grupos com
UMF e os individuos que nao apresentavam AF. Em contrapartida, os pacientes com
UMA apresentaram maior expressao dos miRNAs analisados quando comparados
aos individuos sem AF.

Esses achados corroboram com a hipotese que o miR-21 e o miR-130a
contribuem para o desenvolvimento de Ulceras venosas, independentemente da
doenca de base dos pacientes, sendo notavel que a expressdo elevada dessas
moléculas estd associada com o retardo do processo de reparo e cicatriza¢ao tecidual
em lesdes ulcerativas, e consequente cronicidade das UMs.

Na busca de possiveis alvos dos miRNAs 21 e 130a, para melhor
compreensao de como essas moléculas influenciam na ocorréncia das Ulceras, Pastar
e colaboradores verificaram que a expressdo aumentada desses miRNAs estava
relacionada com a regulacdo negativa dos receptores de leptina na epiderme das
Ulceras venosas crbnicas analisadas em pacientes diabéticos. Em contraste, houve
aumento dos receptores em toda a epiderme em amostras de pele integra (PASTAR
et al., 2012).

Diversos estudos, a partir de andlises in vitro e in vivo, demonstraram que a
leptina estimula a angiogénese, a proliferacdo celular, diferenciacdo e migracdo de
gueratindcitos para a area de uma lesdo, o que faz desse horménio um importante
alvo na elucidacéo dos disturbios no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
(BOULOUMIE et al., 1998; STALLMEYER et al., 2001; LIAPAKIS et al., 2008;
TADOKORO et al., 2015; TOKUYAMA-TODA; SATOMURA, 2016).

Em 2011, Iwalokun e colaboradores verificaram a relacao da leptina com a
fisiopatologia da AF, demonstrando que durante periodos instaveis da doenca, 0s
pacientes apresentavam reducdo significativa dos niveis plasmaticos de leptina,
guando comparados aqueles em estado estacionario e aos individuos sem AF
(IWALOKUN et al., 2011). Contudo, até o presente momento, ndo h& na literatura
estudos que buscaram avaliar a associacao da leptina com a presenca de UMs em
pacientes com AF.

No presente estudo, foram analisados os niveis de leptina séricos em
pacientes com AF, estratificados de acordo com o histérico de UM. Em trabalhos

prévios, foi relatado que a leptina € um hormonio cujos niveis podem variar de acordo



45

com a dieta e a pratica de exercicios do individuo (AGGEL-LEIJSSEN, 1998;
HULVER; HOUWARD, 2003; RIBEIRO et al., 2007).

Dessa forma, os pacientes foram orientados a realizar 12 horas de jejum e
nao praticar qualquer tipo de exercicio fisico no dia antecedente a coleta, para evitar
a possivel interferéncia dos fatores mencionados nos nossos resultados. Verificamos
que houve diferenca significativa entre os niveis de leptina do grupo pacientes com
UMA quando comparados aqueles com UMF e com o grupo Controle-HbSS,
constituido por pacientes que ndao desenvolveram essa manifestacdo. Foi observado
que os pacientes com UMA apresentaram menores niveis de leptina em relagdo aos
demais grupos e que nao houve diferenca entre os niveis desse hormonio entre o
grupo com UMF e o grupo Controle-HbSS. Esse fato pode ser justificado pelo fato de
a leptina ser um potente fator angiogénico e atuar no processo de reepitelizacdo e
cicatrizacdo de lesdes. Nos individuos com UMA hé deficiéncia desses processos e
dessa forma os niveis de leptina sdo menores em relagdo aos demais pacientes.

Também foi relatado que a dosagem da leptina possivelmente sofre influéncia
dos horménios sexuais, de forma que a sua concentracdo pode ser de duas a trés
vezes maior em mulheres que em homens, quando se considera 0 mesmo indice de
massa corporal (AHIMA; FLIER, 2000).

Diante disso, realizamos uma segunda analise, levando em consideracao
apenas pacientes do sexo feminino, a fim de avaliar a associacdo entre 0s niveis de
leptina com a cicatrizacdo e cronicidade das UMs. Comparamos o grupo de pacientes
com AF, classificados de acordo com o histérico de UM. Houve diferenca estatistica
nos niveis de leptina sérica entre os grupos de pacientes com UMA, UMF e o grupo
Controle-HbSS, sendo possivel verificar que o grupo com UMA apresentou menores
niveis de leptina sérica em relacdo aos demais grupos, ressaltando o papel
estimulante desse hormdénio no processo de reparo e cicatrizacao de feridas cutaneas.
A leptina pode ser considerada um possivel alvo dos miRNAs miR-21 e miR-130a
(PASTAR et al., 2012; PASTAR et al., 2014). De fato, nés verificamos que pacientes
com AF e UMA apresentam maior expressdo desses miRNAs e niveis de leptina
diminuidos em relacéo aos pacientes com UMF e com aqueles que ndo apresentaram
essa manifestagéo.

Assim, o0 presente estudo demonstrou que a expressdao aumentada dos
MiRNAs miR-21 e miR-130a influenciam no desenvolvimento das UMs em pacientes

com AF, contribuindo para a cronicidade dessas lesbes, devido ao retardo dos
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processos reparo tecidual e cicatrizacgao.

Por ser um possivel alvo desses miRNAs, a leptina pode representar um novo
fator terapéutico para melhorar as condi¢cdes de cicatrizacdo das UMs. No entanto,
seriam necessarios estudos mais detalhados e anélises com modelos experimentais
in vitro e in vivo para confirmar ou refutar nossos resultados e melhor verificar o

impacto desses miRNAs no desenvolvimento e manutengéo das UMs.
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6 CONCLUSAO

1. Pacientes com AF e UMA apresentaram maiores niveis de expressao de miR-
21 e miR-130a quando comparados aqueles com UMF, aos sem histérico de
UM e aos individuos sem AF (HbAA);

2. Nao houve diferenca significativa no perfil de expressdo de miR-21 e miR-130a
entre os pacientes com AF e UMF, os sem historico de UM e com individuos
com perfil de hemoglobina normal;

3. Haumarelacdo inversa entre a expressao de miR-21 e miR-130a com o0s niveis
séricos de leptina em pacientes com AF;

4. O aumento da expressdo de miR-21 e miR-130a pode estar relacionado com a
cronicidade das UMs em individuos com AF, por meio da diminui¢do dos niveis

de leptina.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA MAIORES DE 18 ANOS (resolucéo 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa “Impacto da
expressdo dos microRNAs miR-21 e miR-130a no desenvolvimento de Ulceras
maleolares em pacientes com anemia falciforme”, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Thais Helena Chaves Batista (Endereco: Rua Dois, bloco 17, apto. 106,
Curado 1V, Jaboatao dos Guararapes, PE, CEP: 54270-010 — Fone: (81) 99698-7262
— E-mail: tha.helena.batista@gmail.com) e sob a orientacdo do professor Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-8105 - machezerraufpe@gmail.com). Também
participa também desta pesquisa: Dr. Anténio Roberto Lucena de Araujo ((81) 99908-
9382 - araujoarl@hotmail.com).

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

A anemia falciforme é uma doenca que altera a forma das hemacias e pode
provocar, dentre as varias complicacdes clinicas, a Ulcera maleolar (Glcera de perna),
comprometendo a qualidade de vida dos portadores. Esta pesquisa pretende avaliar
se o desenvolvimento das Ulceras de perna em pacientes com anemia falciforme esta
relacionado com fatores genéticos. NOs acreditamos que o aumento dos microRNAs
21 e 130a no sangue dos pacientes seria uma possivel causa destas Ulceras. As
amostras de sangue serdo coletadas entre novembro de 2017 e setembro de 2018,
durante as visitas de rotina dos pacientes ao ambulatério do HEMOPE. Dessa forma,
gostariamos que vocé doasse 8 mL de sangue periférico, obtidos usando agulhas e
seringas descartaveis. O risco para o paciente é a ocorréncia de uma dor leve
resultante da picada da agulha. Além disso, a area da coleta pode ficar roxa, o que
pode ser amenizado colocando compressas de gelo nas primeiras horas apés a
coleta, em seguida, podem ser colocadas compressas mornas. Também gostariamos
que o(a) senhor(a) permitisse 0 acesso aos dados do seu prontuario. Como beneficios
ao paciente, acreditamos que a identificacdo de alteracbes genéticas permitira a
deteccdo precoce da Ulcera de perna, sendo assim, medidas preventivas podem ser
tomadas, evitando abertura dessas Ulceras e promovendo ao aumento da qualidade
de vida dos pacientes.

As informacOes desta pesquisa serdo confidenciais, sendo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a
nao ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo garantido o sigilo sobre a sua
participacdo. Todos dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em
computador pessoal sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no
endereco acima informado, pelo periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores. Fica também garantida indenizagdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacédo na pesquisa, conforme deciséo 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).
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(assinatura do pesquisador)

Impacto da expressédo dos microRNAs miR-21 e miR-130a no desenvolvimento
de Glceras maleolares em pacientes com anemia falciforme

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF :
abaixo assinado, ap0s 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 “Impacto da expressao dos microRNAs
miR-21 e miR-130a no desenvolvimento de Ulceras maleolares em pacientes com
anemia falciforme” como voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a)
pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante

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

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C — FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS - PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Nome: Prontuéario:
CID:
Filiac&o: &
Nascimento: / / Data de Admisséo: / / Ultima consulta:
/ /
Endereco atual: Telefone (s):

Ulcera de perna: () Aberta ( ) Fechada

Data: / /
Causa: ( ) Trauma local ()
Espontanea Terapéutica:

Uso de HU na época da ulcera: ( ) Sim ( ) Nao

> Outras medicacdes: ( ) Acido félico Outros (especifique):

» Hidroxiuréia: ( ) Sim ( ) Ndo  Motivo:

Dose:
Interrup¢des no tratamento: Periodo: / / a
/ /
/ /
a / /
/ /
a / /

Motivo da interrupcao:

» Necessidade transfusional: ( ) Sim ( ) Nao

Informac@es adicionais:
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