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RESUMO

A vaso-oclusdo é uma das principais causas de morbidade em pacientes com
anemia falciforme (AF). A expressédo de moléculas de adesdo, como a molécula de
adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1),
tem um papel importante neste processo. microRNAs (miRNAs) circulantes s&o
biomarcadores promissores no diagndstico e prognéstico de varias condiges
patolégicas, por sua funcdo na regulacdo da expressao génica. Estudos indicaram
gue o miRNA-221 é capaz de regular a expressao de ICAM-1 e o miRNA-126 regula
VCAM-1. Dessa forma, o objetivo deste trabalho € investigar a associacdo entre 0s
niveis de expressdo do miR-221 e miR-126 com as manifestacdes clinicas em
pacientes com AF. No presente trabalho foram analisados 81 pacientes que foram
separados em um grupo caso (n=53), que apresentaram manifestacdes clinicas da
doenca, grupo controle HbSS (n=18), sem as principais complicacdes, e o grupo de
individuos saudaveis (HbAA)(n=10). Para a avaliacdo da expressao dos miRNAs foi
feita uma reacéo de transcricao reversa seguida de PCR em tempo real quantitativa
utilizando um sistema TagMan®. Os resultados mostraram que houve diferenca
significativa da expressao do miRNA-221 e do miRNA-126 entre 0S grupos
estudados. Assim como, houve uma maior expressdo do miR-221 (p=0,0001) e miR-
126 (p=0,0008) em pacientes que desenvolveram Ulcera maleolar em comparacao
com 0s que ndo apresentaram essa manifestacdo. Dessa forma, podemos perceber
que os niveis elevados desses mMiRNAs podem estar relacionados com o

desenvolvimento dessa complicacéo clinica nesses pacientes.

Palavras-chave: Anemia falciforme. vaso-oclusdo. miRNA-221. miRNA-126.



ABSTRACT

Vaso-occlusion is a major cause of morbidity in patients with sickle cell anemia
(SCA). Expression of adhesion molecules, such as vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), plays an important role in
this process. Circulating microRNAs (miRNAs) are promising biomarkers in the
diagnosis and prognosis of various pathological conditions for their role in the
regulation of gene expression. Studies have indicated that miRNA-221 is able to
regulate ICAM-1 expression and miRNA-126 regulates VCAM-1. Thus, the objective
of this work is to investigate the association between miR-221 and miR-126
expression levels with clinical manifestations in patients with AF. The present study
analyzed 81 patients who were separated in a case group (n=53), who presented
clinical manifestations of the disease, control group (n=18) without major
complications, and the group of healthy individuals (HbAA) (n=10). For the evaluation
of mIRNA expression, a reverse transcription reaction was performed followed by
guantitative real-time PCR using a TagMan® system. The results showed that there
was a significant difference in the expression of miRNA-221 and miRNA-126 among
the studied groups. Similarly, there was a greater expression of miR-221 (p = 0.0001)
and miR-126 (p = 0.0008) in patients who developed malleolar ulcer compared to
those who did not. Thus, we can see that the higher levels of these miRNAs may be

related to the development of this clinical complication in these patients.

Keywords: Sickle cell anemia. vaso-occlusion. miRNA-221. miRNA-126.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma anemia hemolitica caracterizada por quadro
inflamatoério crbénico, que ocorre por homozigose de uma mutacdo no gene da
globina B, resultando na formacédo de uma hemoglobina mutante, a hemoglobina S
(HbS). Em condicBes de hipoxia, a HbS polimeriza e precipita, causando alteracdes
morfolégicas na hemécia. Um complexo conjunto de eventos, como a inflamacéo,
adeséo dos leucdcitos e eritrocitos falciformes ao endotélio vascular podem levar a
obstrucdo dos vasos sanguineos e subsequente dano aos tecidos, contribuindo para
a fisiopatologia da AF.

A interacdo da heméacia falciforme com o endotélio vascular produz radicais
de oxigénio pelas células endoteliais e também resulta na ativacdo de fatores de
transcricdo que regulam a expressao de varios genes na superficie do endotélio.
Destes estdo inclusos os genes que codificam moléculas de adesdo, como a
molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adeséao
intercelular 1 (ICAM-1). Além disso, os niveis plasméticos dessas proteinas
aumentam com a permanéncia da ativacdo endotelial, favorecendo uma maior
interacdo dos leucacitos com o endotélio.

A expressdo dessas moléculas de adesdo tem um importante papel no
processo de vaso-oclusdo e consequentemente em um maior risco de complicacdes
graves da AF, portanto a pesquisa por marcadores envolvidos no mecanismo de
regulacédo da expressao de ICAM-1 e VCAM-1 é bem significante.

As complicacBes graves da AF sdo de dificil prognostico e, uma vez que 0s
médicos esperam 0 aparecimento destas para dar inicio ao tratamento, muitos
estudos buscam métodos para prevé-las. Dentre os possiveis marcadores, estao 0s
microRNAs (miRNAs), que sdo pequenas moléculas de RNA nédo codificante
representando um novo mecanismo de regulacdo génica. Os miRNAs controlam a
expressdo génica mediante pareamento com locais alvo, parcialmente
complementares, em regides nao traduzidas 3’ (3’ untranslated regions, UTR) do
RNA mensageiro (mRNA), resultando na repressdo da traducdo e/ou
desestabilizagcdo do mRNA.

As concentracdes de miRNAs circulantes diferem de acordo com os estados
fisiologicos e patolégicos, sugerindo que podem ser biomarcadores Uuteis para

diagnostico e prognéstico de varias doencas. Alguns miRNAs foram descritos sendo
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capazes de regular a expressdo de proteinas que estéo relacionadas ao processo
de adeséao celular. A ICAM-1 é alvo de alguns miRNAs, como o0 miR-221 que € um
importante regulador de processos inflamatorios. Do mesmo modo, miR-126, sendo
um dos mais estudados miRNAs relacionados com a biologia vascular, controla a
expressdo da VCAM-1.

Dessa forma, individuos portadores da AF podem apresentar niveis
diferenciados de expressdao do miRNA-221 e do miRNA-126 que regulam a
expressao das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente, e essa
expressdo diferenciada pode estar relacionada com o desenvolvimento das

manifestacdes clinicas da AF.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo entre os niveis de expressdao do miR-221 e miR-126
com as manifestacdes clinicas em pacientes com anemia falciforme acompanhados
na Fundacdo HEMOPE.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Descrever os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com anemia
falciforme acompanhados na Fundacdo HEMOPE;

2. Avaliar a expressao relativa dos miR-221 e miR-126 presente nas amostras
dos pacientes portadores de anemia falciforme e em individuos saudaveis;

3. Verificar a associagdo da expressdo dos miRNAs com a ocorréncia das
manifestagbes clinicas em pacientes portadores de anemia falciforme,

correlacionando os dados obtidos com os achados clinicos dos pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Epidemiologia

A doenca falciforme (DF), descrita inicialmente por Herrick em 1910, esta
presente em grande parte da populagéo, onde aproximadamente 20 a 25 milhdes de
pessoas apresentam a mutacao responsavel pela doenca (AKINGBOLA et al., 2015;
HERRICK, 1910). As estimativas dos programas de triagem neonatal sugerem que
aproximadamente 300.000 criangas nascem com a doenca. Embora prevalente em
todo o mundo devido & migracéo populacional, a AF é mais comum na Africa Sub-
Saariana correspondendo a 2/3 desses nascimentos (Figura 1) (PIEL; STEINBERG,;
REES, 2017; PIETY et al., 2016).

o

Criangas nascidas
com AF (2015)

[]o
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Figura 1: Numero de criangas nascidas com Anemia Falciforme no mundo. Estimativas
mostrando que a maioria desses nascimentos ocorrem na Africa e na India. Adaptado de
(PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

No Brasil, a sua distribuicdo € bem heterogénea afetando 25.000 a 30.000
pessoas, com maior incidéncia na populacdo afrodescendente (SOARES et al.,
2014). Dados do Ministério da Saude mostram que aproximadamente 1000 criangas
nascem com DF, apresentando uma incidéncia de 1 em cada 2700 recém-nascidos.
Em Pernambuco, essa estimativa é de 1 em cada 1700 recém-nascidos (BRASIL,

2013). Devido a sua alta prevaléncia e mortalidade, o diagnéstico da AF passou a
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ser obrigatério em todos os estados brasileiros pelo Programa Nacional de Triagem
Neonatal desde 2001 (FERRAZ; MURAO, 2007).

Embora a Africa ainda apresente uma alta taxa de mortalidade, nos paises
mais desenvolvidos a taxa de mortalidade diminuiu devido ao diagndstico precoce e
um tratamento abrangente, como o tratamento com hidroxiureia e transfusdes
sanguineas recorrentes (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017).

2.1.2 Fisiopatologia

A anemia falciforme é causada por uma mutacdo pontual que acarreta na
substituicdo de um nucleotideo (GAG—GTG) no sexto cdédon do gene da globina
(HBB), o qual esta localizado no cromossomo 11 (11p 15.15) (PAIKARI; SHEEHAN,
2017). Essa mutagao leva a troca de um acido glutdmico por valina na cadeia
globinica (BGlu®—Val®), resultando em uma variante hemoglobinica anormal, a
hemoglobina S (HbS) (INGRAM, 1959; THEIN, 2017). Em condi¢des de hipoxia, a
HbS se organiza na forma de polimeros e danifica o eritrGcito normal, causando
alteracdes morfolégicas na hemacia e resultando na falcizacdo da mesma, sendo
este processo primario indispensavel na fisiopatologia da doenca (CONRAN;
FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009).

A polimerizagéo intracelular da molécula da HbS estica a forma biconcava
flexivel normal da hemacia em uma forma rigida alongada. Em adicdo a mudanca na
forma do eritrécito, os polimeros também tém um impacto na membrana da célula,
levando a uma exposicao extracelular de proteinas e glicolipideos que normalmente
sdo encontrados dentro da célula (Figura 2) (FRENETTE; ATWEH, 2007; WARE et
al., 2017). Essas mudancas nos componentes lipidicos e proteicos na membrana da
hemécia falciforme alteram as interacdes da célula com os leucécitos, plaguetas e
endotélio (AZAR; WONG, 2017).
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Figura 2: Alteracdo da membrana da hemacia pela polimerizacédo da HbS. A desoxigenacao
da HbS induz uma alteragdo na conformacdo da cadeia B, levando & formagé&o de um
polimero de hemoglobina. Os polimeros interrompem o citoesqueleto da hemécia e formam
protuberéncias, dando origem ao formato de foice. A interrupgdo da ligagdo da membrana
ao citoesqueleto resulta na exposicao de epitopos de proteinas transmembrana e das trocas
lipidicas, notavelmente da fosfatidilserina (PS), entre o interior e o exterior da ceélula.
Adaptado de (FRENETTE; ATWEH, 2007).

A formacao de polimeros nas células ap6s a desoxigenag¢do ocorre em um
periodo de tempo que é relacionado a concentracdo de HbS na hemacia, assim, as
hemécias com alta concentracdo de hemoglobina S serdo propensas a uma
polimerizacdo mais rapida (FERRONE, 2018). Outro fator envolvido neste processo
€ 0 tempo desses eritrGcitos no transito capilar: se o tempo for prolongado a
probabilidade de polimerizacdo e consequente falcizacdo € maior (KAUL;
FINNEGAN; BARABINO, 2009).

A polimerizagdo resulta em alteracdes na morfologia e fungdo da hemécia,
propiciando uma reducdo do tempo de vida util desta célula e pode levar a vaso-
oclusdo com consequente dano aos 6rgdaos (CONRAN; FRANCO-PENTEADO;
COSTA, 2009). Os eritrocitos falciformes também apresentam um aumento anormal

de moléculas de adesdo em sua superficie, com relagcdo aos eritrocitos normais,
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devido a exposicdo das proteinas do meio intracelular para o meio extracelular
(STEINBERG; SEBASTIANI, 2012). O processo de falcizacdo da heméacia leva a
uma cascata de eventos que promovem a vaso-oclusdo, hemolise, liberacdo de
citocinas e fatores inflamatorios (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017).

O acelerado grau de destruicdo das hemacias falciformes é uma das
caracteristicas da AF, diminuindo a vida util dessas heméacias para 16-20 dias, tendo
em vista o tempo de vida normal de 120 dias (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017).
A hemdlise pode ocorrer no interior do vaso ou extra vascularmente.
Aproximadamente um terco da destruicdo dos eritrécitos ocorre na forma
intravascular, onde a hemoglobina presente no interior da célula é liberada no
plasma (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Esse tipo de hemdlise é causado
pela falcizacdo da hemacia, porém a fragilidade da hemacia ajuda no processo. A
destruicdo extravascular das hemacias é mediada pelos macréfagos teciduais e
baco, que reconhecem danos nas hemacias e as retiram da circulacdo. Ainda que
em ambos 0s casos ocorra liberacdo de hemoglobina no plasma, a destruicéo
intravascular tem maior contribuicdo nesse processo (HABARA; STEINBERG, 2016;
KATO GJ, HEBBEL RP, STEINBERG MH, 2009).

Com a ocorréncia da hemdlise, ha a liberacdo de hemoglobina e arginase,
que interferem na biodisponibilidade do éxido nitrico (NO), producdo de espécies
reativas de oxigénio e inflamagéo intravascular (PICCIN et al., 2019). A hemoglobina
livre no plasma interage com NO produzindo metahemoglobina, contribuindo com a
deplecao deste gas, que € um importante vasodilatador (TOLEDO et al., 2019). Além
disso, a arginase liberada degrada a L-arginina causando reducdo da producao de
oxido nitrico, impactando na sua funcdo endotelial, levando a uma vasoconstricao
(DUBERT et al., 2017; KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

O estado inflamatério que ocorre em pacientes com AF € um mecanismo
desencadeado pela falcizagcdo e constante danos ao endotélio (KELEKU-LUKWETE
et al., 2015). As hemacias falciformes podem causar injuria ao endotélio vascular e,
essas lesdes, em conjunto com a hemdlise intravascular, ativam as células com
consequente liberagdo de mediadores inflamatérios como a endotelina-1, moléculas
vasoconstritoras e pro-inflamatorias, além da ativacdo de fatores de transcricdo
(OWUSU-ANSAH et al., 2016).

Ha um aumento no numero de leucécitos na circulacdo, ativacdo de fatores

da coagulacdo e maior expressdo de moléculas de adesdo celular, bem como o
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aumento de seus niveis plasmaticos (TRAN; GUPTA; GUPTA, 2017). As interacdes
adesivas entre as células endoteliais, hemacias, leucocitos e plaquetas induzem
uma hiperativagdo celular, que vai promover um aumento na concentragdo de
mediadores inflamatérios como as interleucinas (IL), IL-1, IL-6, IL-8 e o fator de
necrose tumoral — a (TNF- a) no plasma (ANTWI-BOASIAKO et al., 2018). Portanto,
um ciclo de ativacdo celular repetida, adesdo celular e producdo de moléculas
inflamatoérias acarreta em um quadro inflamatério crénico que tem um papel
fundamental no processo de vaso-oclusdo (ANSARI et al.,, 2017; DOS SANTOS;
CHIN, 2012).

Os eventos vaso-oclusivos que ocorrem nos pacientes com AF sdo muito
importantes para a fisiopatologia da doenca. Este processo € bem complexo e
envolve muitos mecanismos que estdo altamente relacionados com a hemdlise e
inflamacdo (WONKAM et al.,, 2017). Os mecanismos incluem multiplas interacdes
entre as moléculas de adeséo e os receptores nas hemacias, leucdcitos, plaguetas e
células endoteliais, nos quais as proteinas plasmaticas e componentes da matriz
sub-endotelial formam pontes entre as células sanguineas (Figura 3) (HOPPE et al.,
2017; KEIKHAEI et al., 2013).

o

’f It (1) Hemélise (2) mivagio  (3) Vaso-oclusio (4) Hipéxiae lesdo

Intravascular Endotélio endotelial

{\’ Neutréfilo

Figura 3: Fisiopatologia da anemia falciforme. (1) Eritrocitos falcizados levam a hemdlise
intravascular, a qual libera hemoglobina livre (consequentemente, heme) e arginase no
plasma. (2) O grupamento heme ativa neutréfilos e células endoteliais que induzem a
expressdo de moléculas de adesdo. (3) A Hb livre e a arginase diminuem a
biodisponibilidade de NO provocando vasoconstriccdo; e células endoteliais ativam a
coagulacao levando a adesao de plaquetas ao endotélio com participacao de eritrécitos e
neutréfilos. (4) Dependendo da extensdo da vaso-oclusdo, os tecidos podem apresentar
hipoxia e necrose Adaptado de (DUTRA & BOZZA, 2014).



23

Eritrécitos podem se aderir ao endotélio diretamente, por intermédio de
moléculas que podem formar pontes, ou com proteinas da matriz sub-endotelial.
Assim como os eritrécitos, os leucécitos também apresentam um papel na vaso-
oclusao por se aderirem ao endotélio (MORRONE et al., 2018). Com um aumento de
mecanismos inflamatdérios, ocorre o recrutamento de leucocitos e sua interacdo com
as hemacias na microcirculacdo leva a um fluxo lento, aumento do tempo de
transito, hipoxia e falcizacdo. Dessa forma, esse aumento na contagem dos
leucécitos é um fator de mau prognostico para os pacientes (KAUL; FINNEGAN;
BARABINO, 2009).

A ativacéo cronica da coagulacdo é comumente observada em pacientes com
AF, sendo evidenciado pelo aumento plasmético dos niveis dos marcadores de
geracdo de trombina, como os fragmentos de protrombina e complexos trombina
antitrombina, e ativacdo plaquetaria (MBURU; ODAME, 2019). Mecanismos
hemostéaticos que contribuem para a hipercoagulabilidade inclui exposicdo de
superficies lipidicas, diminuicdo de proteinas anticoagulantes (Proteina C e Proteina
S) e niveis aumentados do Fator de von Willebrand (FAES et al.,, 2019;
NOUBOUOSSIE; KEY; ATAGA, 2016; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2017).

A adesdo vascular € mediada pela expressédo de moléculas de adeséao celular
(CAM, traduzido de cell adhesion molecules), como a VCAM-1 e ICAM-1, na
superficie das células endoteliais, reticulécitos e leucdcitos. O aumento das CAM é
mediado por citocinas pré-inflamatérias (TNF- a, por exemplo) e também por
ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-Kb). A
expressado e presenca de altas concentracfes de CAM plasmaticas demonstra estar
relacionadas com a gravidade das crises vaso-oclusivas (ALAGBE et al., 2018;
MONCHANIN et al., 2008).

2.1.3 Moléculas de Adesao
2.1.3.1 VCAM-1
A molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) €& uma proteina

transmembranar que faz parte da superfamilia das imunoglobulinas, uma importante
classe de receptores de adesado célula-célula (OLIVARES-SILVA et al., 2018). Esta



24

proteina é codificada pelo gene VCAM1, que estad localizado no cromossomo
1p21.2 e é expresso predominantemente em células endoteliais. A VCAM-1
humana se apresenta em duas formas variantes resultantes do splicing, onde uma
apresenta 7 dominios imunoglobulinicos (D1 a D7) e a outra apresenta 6 dominios,
faltando o dominio 4 (Figura 4) (COOK-MILLS; MARCHESE; ABDALA-VALENCIA,
2011).

T ?®. N-glycosylation

7 dominios 6 dominios 3 dominios
VCAM-1 VCAM-1 VCAM-1
(humanos, ratos) (humanos)  (ratos)

Figura 4: Variantes de VCAM-1 derivados do splicing. A VCAM-1 humana apresenta duas
variantes que apresentam 6 ou 7 dominios. A forma com 6 dominios, esta ausente o
dominio 4. Dentro da VCAM-1, o dominio 1 e 4 contém o sitio de ligagdo para integrinas.
Adaptado de (COOK-MILLS et al., 2011). D1-7: Dominios 1 a 7.

A expressdao de VCAM-1 € ativada por citocinas pro-inflamatorias, incluindo
TNF-a, e também por espécies reativas de oxigénio (ROS), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) oxidada, alta concentracdo de glicose, agonista do TLR (Toll-like
receptors) e estresse (KONG et al, 2018). Em altos niveis de inflamacédo e
condi¢cBes cronicas em algumas doencas, a VCAM-1 é expressa na superficie de

outras células, que incluem macréfagos teciduais, células dendriticas, fibroblastos da
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medula 6ssea, mioblastos, células de Sertoli e células cancerigenas (SHARMA et
al., 2017).

Todas as variantes se ligam a integrina a4p1 (VLA-4, very late antigen-4) da
subfamilia B1 das integrinas e esta proteina de membrana est4 associada com a
adeséao celular entre as células endoteliais e os leucdcitos e com a transducéo de
sinais, apresentando um grande papel no recrutamento e infiltracdo de células nos
sitios de injaria, no desenvolvimento de doencas inflamatdrias e em mecanismos
cancerigenos, como metastase e angiogénese do tumor (TERPOS et al., 2016; YU,
JUN; SHIN, 2017). VCAM-1 também se liga a linfécitos e mondcitos circulantes que
expressam as integrinas a4p4 e a4p7 (OLIVARES-SILVA et al., 2018).

2.1.3.2 ICAM-1

A molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1, também conhecida como CD54)
€ uma glicoproteina transmembranar da superfamilia das imunoglobulinas que esta
presente em niveis basais em varias tipos celulares, porém é altamente expressa em
resposta a estimulos inflamatérios, particularmente nas células endoteliais onde sua
expressdo se mantem em longos periodos de tempo (USAMI et al., 2013). ICAM-1 é
expressa essencialmente em todos os leucdcitos, células endoteliais, células da glia
e outros (RAMOS; BULLARD; BARNUM, 2014). Na maioria dos tipos celulares e sob
condi¢cdes nao inflamatérias, a expressdao de ICAM-1 é constitutivamente baixa,
geralmente detectavel apenas nas células endoteliais, no entanto TNF-a, IL-183, IFN-
y e outras citocinas induzem um aumento na sua expressédo (HUA, 2013; YANG et
al., 2019).

O gene codificante desta proteina esta localizado no 19p13.2 e inclui 7 éxons
e 6 introns. ICAM-1 consiste em 5 dominios imunoglobulinicos extracelulares, um
dominio transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica que se associa a
multiplas proteinas do citoesqueleto (Figura 5). ICAM-1 sofre splicing alternativo
gerando pelo menos seis formas ligadas a membrana e uma forma soltvel (CHOU et
al., 2015; RAMOS; BULLARD; BARNUM, 2014).

O dominio extracelular facilita a adeséo célula-célula, se ligando a subunidade
a das integrinas 32 e fibrinogénio; e o dominio citoplasmatico pode ativar vias de
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transducédo de sinais, através da interacdo com um adaptador e outras proteinas do
citoesqueleto (GOH et al., 2015).

A ICAM-1 desempenha um papel importante tanto na imunidade inata quanto
na adaptativa, mediando interagbes entre células endoteliais ativadas e leucdcitos.
Esta envolvida com a migracdo transendotelial dos leucocitos para os locais de
inflamacé&o, bem como interac¢des entre as células apresentadoras de antigeno e as
células T, desempenhando um papel importante no processo inflamatério
(LAWSON; WOLF, 2009; LIU et al., 2017).

Membrana
Plasmatica <X

ICAM-1

Figura 5: Estrutura da ICAM-1. Imagem ilustrando os trés tipos de dominios presentes, um
dominio extracelular, um transmembranar e um citoplasmatico. Adaptado de (XIAO et al.,
2013). D1-5: Dominios 1 a 5.

2.1.4 Complicag0es clinicas

Os recorrentes eventos que desencadeiam as crises vaso-oclusivas estao
associados com crises de dor, que frequentemente levam a hospitalizagGes. Estes
ciclos de eventos fisiopatologicos na AF desencadeiam varias complicacdes clinicas
gue podem ser agudas ou crbnicas (ARMENIS et al., 2019). Os danos em varios
orgdos mostram que a anemia falciforme é uma desordem vascular complexa
(SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2017). Na tabela 1, estdo listadas algumas das
complicacdes clinicas que os pacientes podem apresentar.

As complicacdes da AF sdo numerosas e podem afetar todos os 6rgaos e/ou

tecidos no corpo. No entanto, apesar da etiologia monogénica, AF apresenta uma
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alta variabilidade clinica. Em muitos, a doenca pode ser grave com hospitalizacdes

frequentes, enquanto em outros pacientes ocorre de modo assintomatico (LETTRE,

2012; SILVA et al., 2015).

Tabela 1. Complicag@es clinicas apresentadas por pacientes com a Anemia Falciforme.

Orgéo Manifestag&o

Cérebro Isquemia Cerebral
Hemorragia Cerebral
Isquemia cerebral silenciosa
Declinio neurocognitivo

Sangue Crise aplastica

Anemia Hemolitica
Sobrecarga de ferro
Hipercoagulabilidade

Coracao e Pulméo

Sindrome Toréacica Aguda
Hipertensdo Pulmonar Arterial

Cardiomiopatia restritiva

Olho

Retinopatia

Hemorragias retinianas

Figado, vesicula biliar e baco

Hepatoesplenomegalia
Sequestro esplénico
Atrofia esplénica

Calculos biliares

Urogenital Nefropatia
Priapismo

Pele Ulcera Maleolar

Osso Osteonecrose

Outros Crises de dor

Infecgbes

A maioria dos pacientes com AF apresentam um grau de hemdlise que

promove um quadro anémico, além disso, situacdes que inibem a producdo de



28

reticulocitos ou aceleram a destruicdo das hemacias pode levar a um agravamento
desse quadro (AZAR; WONG, 2017).

A crise aplasica é uma anemia severa com baixa contagem de reticuldcitos,
que ocorre devido a supressdo da eritropoese, podendo ser causada por muitos
tipos de infeccdo, incluindo a infeccdo pelo parvovirus B19, o qual ataca
preferencialmente os precursores eritréides, levando a destruicdo dos mesmos
(BALLAS et al., 2012; PECKER; LITTLE, 2018).

O sequestro esplénico decorre de um congestionamento de grande volume
sanguineo no baco, resultando em anemia aguda, esplenomegalia e choque
hipovolémico (LARSSON et al.,, 2016). Dentre as complicacbes da anemia
falciforme, € a que mais causa mortes em criancas e também € a primeira
manifestacdo potencialmente fatal observada nos pacientes com AF, porém
raramente esta complicacao é relatada em pacientes adultos (BROUSSE; BUFFET,;
REES, 2014; NAYMAGON; PENDURTI; BILLETT, 2015).

As crises de dor na AF podem se apresentar como episddios agudos ou com
curso crénico nos pacientes. A dor é uma causa comum de morbidade e também é
associada com a severidade da doenca (MCGANN; NERO; WARE, 2013; TRAN;
GUPTA; GUPTA, 2017). As dores agudas, frequentemente chamadas de crises
vaso-oclusivas (CVO), sdo uma das causas de hospitalizacdes nestes pacientes. As
dores ocorrem difusamente ou localizadas, ocorrendo frequentemente em locais
como térax, costas, abdébmen e extremidades (BRANDOW; ZAPPIA; STUCKY,
2017; PURI et al., 2017).

O priapismo é uma condicdo patologica de erecdo peniana dolorosa por mais
de 4 horas, caracterizada por ocorrer sem desejo ou estimulo sexual. Esta
complicagéo afeta aproximadamente 80-90% dos homens com AF com pelo menos
um episoédio na idade de 20 anos (BALLAS; LYON, 2016). Esta condicdo ocorre
devido a uma combinacg&o de hipdxia e comprometimento do fluxo venoso do pénis,
onde ha um maior fluxo de sangue na artéria, ou um menor efluxo venoso,
resultando na captura do sangue dentro dos corpos eréteis (BELLO et al., 2018;
NOLAN et al., 2005).

A sindrome toracica aguda (STA) é uma complicacdo pulmonar séria e
comum em pacientes com AF, estando associada a uma alta morbidade e
mortalidade. Pacientes hospitalizados com CVO apresentam uma maior chance de

desenvolver STA (PATTERSON et al., 2018). Os principais fatores que levam ao
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desenvolvimento dessa complicacdo sdo as infec¢cdes, o embolismo gorduroso
derivado de necrose da medula Ossea e infarto pulmonar por oclusdo da
microvasculatura (TANTAWY et al., 2019). Pacientes com STA cursam com dor
toracica, febre, hipdxia, dispneia, tosse, leucocitose, baixa no nivel de hemoglobina
e infiltrados no raio-X do térax (JAIN; BAKSHI; KRISHNAMURTI, 2017).

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das causas de morte em criancas
e adultos com AF, caracterizado como uma manifestacao neuroldgica decorrente da
oclusao de um vaso sanguineo ou de uma hemorragia local, resultando em isquemia
e sinais e sintomas neurologicos (BALLAS et al.,, 2010; CALVET et al., 2015;
HIRTZ; KIRKHAM, 2019). O uso do Doppler Transcraniano (DTC) para identificar
pacientes que apresentam risco elevado de desenvolver AVC e o tratamento
profilatico com transfusGes para pacientes com alto risco mostrou que as
transfusdes regulares reduziu o risco de AVC nos pacientes com resultados do DTC
anormal (ENNINFUL-EGHAN et al., 2010; ESTCOURT et al.,, 2017; STROUSE;
LANZKRON; URRUTIA, 2011).

As sequelas cronicas da anemia e CVO que envolvem o sistema musculo-
esquelético incluem algumas complicacbes como osteomielite, osteopenia,
osteoporose e osteonecrose. A osteonecrose, também conhecida como necrose
avascular, ocorre devido ao congestionamento venoso e interrup¢cao do suprimento
sanguineo nos vasos que suprem o 0sso, causando morte celular no local (DALTRO
et al., 2015; KOSARAJU et al., 2017). Os ossos longos sao frequentemente
afetados, onde a cabeca do fémur e Umero sdo os sitios mais acometidos (JUNIOR;
DAHER; ROCHA, 2012). A osteonecrose é caracterizada por ostedcitos mortos e
falta de vascularizacdo na regiao afetada, em que essas mudancas acabam levando
ao colapso do osso subcondral e a destruicdo da articulacdo nos pacientes. A
severidade da osteonecrose pode variar de assintoméatico para debilitante, causando
dores severas, reducao na mobilidade e mudancas degenerativas (LI et al., 2017; TE
WINKEL et al., 2014).

A Ulcera de perna é a complicacdo cutanea mais comum e debilitante na AF,
ocorrendo principalmente em adultos. A patogénese da Ulcera ainda € pouco
entendida e muito complexa, porém sabe-se que a diminuicdo na perfusdo
sanguinea no local (devido a vaso-oclusdo) € um dos fatores que predispdem a
Ulcera, além de traumas, infec¢des, anemia severa, alta taxa hemolitica, genotipo,

localizacdo geografica, idade e ambiente social (DELANEY et al., 2013; SENET et
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al., 2017). Ocorrem mais comumente nos maléolos laterais e apresentam uma
dificuldade de tratamento. Uma vez que ocorra, a ulcera tem uma velocidade de cura
muito lenta e pode ser recorrente, sem nenhum regime que promova a rapida
resolucdo da ulcera, sendo um dos maiores problemas de dificuldade terapéutica na
AF (MENESES et al., 2016; PECKER; LITTLE, 2018).

A gravidade da doencga pode ser influenciada pela presencga de a-talassemia,
haplétipos do gene da globina B e niveis de hemoglobina fetal. Alguns autores
demonstraram que a ocorréncia de dactilite precocemente em criancas € um fator de
mau prognostico, onde essas criangcas apresentam um risco maior de apresentar
complicacbes graves (FOUCAN et al.,, 2006; MCGANN; NERO; WARE, 2013;
QUINN et al., 2006).

Além do AVC, as outras complicacBes graves da AF sado dificeis de prever
nos pacientes e, uma vez que 0SS médicos esperam 0 aparecimento das
manifestacbes graves para depois iniciar o tratamento, muitos estudos procuram
métodos para predizer estas complicagbes. Um melhor entendimento dessa
variabilidade clinica na AF melhoraria os cuidados e orientaria o desenvolvimento de
novas terapias (LETTRE, 2012; MEIER; FASANO; LEVETT, 2017; SILVA et al.,
2015).

Diante disso, percebe-se a importancia na pesquisa de marcadores que
possam predizer se os individuos portadores de AF apresentardo ou ndo um risco
maior de complicacBes clinicas graves. Neste contexto, os microRNAs (miRNAS)

podem ser considerados uma possivel alternativa.

2.2 MICRORNAS

Os miRNAs sdao um grupo de pequenas moléculas de RNA nado codificantes
com aproximadamente 19 a 25 nucleotideos de comprimento. Constituem uma
classe de moléculas que tem atraido a atencédo por sua capacidade de regular a
expressdo génica (UEDA et al.,, 2009; ZHAN et al., 2007). miRNAs foram
descobertos em 1993 no nematédeo Caenorhabditis elegans, e hoje é sabido que
eles estdo presentes em varias espécies (DUFRESNE et al., 2018). Desde a sua
descoberta, aproximadamente 9000 miRNAs foram identificados em varias espécies,

em humanos ha mais de 1000 sequéncias identificadas e estima-se que eles
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regulam mais de um-terco dos RNAs mensageiros (MRNAS) nas células (KHALYFA
et al., 2016; O'REILLY, 2016).

Os miRNAs participam da regulagédo poés-transcricional da expressao génica
em varios processos celulares, como proliferacdo celular, diferenciacéo,
angiogénese, migracdo, adesado, apoptose e resposta imune (BERTOLI; CAVA;
CASTIGLIONI, 2015). Os miRNAs controlam a expressao génica mediante
pareamento com locais alvo, parcialmente complementares, em regides nao
traduzidas 3’ (3’ untranslated regions, 3’'UTR), resultando na repressdo da tradugéo
e/ou desestabilizacdo do mMRNA (INGWERSEN et al., 2015). No entanto, foram
identificados sitios de ligacado dos miRNAs em regides 5UTR e na fase de leitura
aberta (open reading frame, ORF). Em mamiferos, os sitios de ligacdo sao
principalmente na regido 3’UTR e raramente na 5 UTR e ORF, enquanto que em
plantas se ligam frequentemente em regides codificantes do mRNA (GAO et al.,
2019; KIM et al., 2019; MORETTI; THERMANN; HENTZE, 2010; O’'REILLY, 2016;
TSUCHIYA et al., 2009; UNDI; KANDI; GUTTI, 2013).

Similarmente a genes codificadores de proteinas, os miRNAs s&o transcritos
pela RNA Polimerase Il em um microRNA priméario (pri-miR). Ainda no nucleo, este
pri-miR é clivado em um miRNA precursor (pre-miR) por uma RNase Ill (Drosha) e
com a atuacdo de um cofator, 0 DGCR8, este pre-miR apresenta uma forma hairpin
(KOHAMA et al., 2019). Varios miRNAs ndo convencionais, que sdo definidos por
seu uso de estratégias de maturacao alternativa foram descritos. Por exemplo, 0s
mMiRNAs intrénicos (Mirtrons), podem passar pelo processamento feito pela Drosha e
usar a maquinaria de splicing para se tornar pre-miR (LUCAS; RAIKHEL, 2014). Os
mirtrons sdo pequenos introns, que foram excisados e remodelados em estruturas
gue mimetizam o pre-miR e sdo processados em MIRNAs maduros pela Dicer
(CZECH; HANNON, 2011).

Esta molécula de pre-miR é, entdo, exportada para o citoplasma pela
Exportina 5. No citoplasma, o pre-miR se associa a uma RNase Il (Dicer), que o
cliva em uma miRNA de fita dupla, as fitas sdo denominadas de fita passageira e fita
guia (OLEJNICZAK; KOTOWSKA; WLODZIMIERZ, 2018). Este microRNA de fita
dupla é incorporado ao Complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced
silencing complex, RISC), que é composto pela Dicer, TRBP e Argonauta 2 (AGO?2).
A AGO?2 seleciona a fita que vai permanecer no complexo e a que vai ser degradada
e removida (BYON; PAPAYANNOPOULOU, 2012; ROGERS; CHEN, 2013). O
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MiRNA maduro guia a proteina AGO2 do RISC para a sequéncia complementar do
MRNA alvo. Em plantas, requer perfeita complementariedade com seu alvo,
enquanto em mamiferos o reconhecimento do alvo ocorre através da sequéncia dos
primeiros 8 nucleotideos no miRNA (seed region). Apés a ligagdo, o miRNA pode
regular a expressdo deste mRNA por meio de dois mecanismos: a degradacéo do
RNA ou a repressdo da traducdo, dependendo da complementariedade do miRNA
com o0 mRNA alvo (Figura 6) (BERTOLI; CAVA; CASTIGLIONI, 2015; PETERSON et
al., 2014).
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Figura 6: Biogénese dos microRNAs. Cada microRNA é transcrito pela RNA polimerase |l
em pri-miR do DNA gendémico dentro do ndcleo. Este pri-miR é processado pela Drosha-
DGCR8 em pre-miR. Apds o processamento, ele sera transportado para o citoplasma pela
exportina 5 (XPO5), onde seré processado e clivado pelo complexo DICER em um miRNA
de dupla-fita. Esta dupla-fita sera clivada, e o miRNA maduro sera adicionado ao complexo
RISC. O grau de complementariedade entre 0 miRNA e 0o mRNA determinara se vai ocorrer
a degradacdo do mRNA ou a repressao da traducéo. Adaptado de (BERTOLI et al., 2015).

A degradagdo do mRNA ocorre quando ha uma total complementariedade da
ligacdo do miRNA ao seu alvo e, ainda que este processo ndo seja bem entendido,
pode estar relacionado a remog¢ao do CAP 5’ e da cauda poli-A do mRNA, processo
gue ocorre predominante em plantas (ROGERS; CHEN, 2013; STEPIEN et al.,
2016). A inibicdo da traducdo ocorre quando ha complementariedade parcial entre o

MiRNA e o0 mRNA alvo, entdo o mRNA sera removido da maquinaria de traducdo. A
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presenca do motivo de ligacdo ao CAP na proteina AGO2 humana também permite
a repressao do inicio da traducdo por impedir o recrutamento do fator elF4E. A AGO
também pode interagir com uma proteina regulatoria (scaffold), a qual pode formar
interagbes com efetores como 0 CCR4-NOT que recruta repressores da traducao e
DDX6, um ativador de decapeamento (CUI; JOO, 2019; SEOK et al., 2017; UNDI;
KANDI; GUTTI, 2013).

Estudos demonstraram 3 vias diferentes para secrecdo e transporte dos
mMIiRNAs circulantes: 1) corpos microvesiculares que incluem 0S €ex0sSsomos,
microvesiculas (MV), os quais podem facilmente passar através da membrana
celular facilitando a entrada do miRNA na célula alvo e mediar a comunicacao
celular, ou corpos apoptéticos, que diferem dos exossomos pela auséncia de
marcadores especificos na superficie; 2) proteinas de ligagdo ao miRNA, que inclui a
Argonauta 2 (AGO2); e 3) lipoproteina de alta densidade (HDL) (JUNG; SUH, 2015;
XU; YANG; Al, 2013; ZHANG et al., 2015).

Muitos estudos foram conduzidos para avaliar o papel dos miRNAs como
biomarcadores nao-invasivos para a deteccdo precoce de varias doencas,
apresentando uso na clinica (CAMMARATA et al., 2010; FEHLMANN et al., 2017,
FRIDRICH; HAZAN; MORAN, 2019; GONCALVES et al., 2019; LEIDINGER et al.,
2013; ROTH et al., 2015). Com relacao a medicina translacional os miRNAs estédo se
mostrando como possiveis alvos terapéuticos (FINOTTI et al.,, 2019; GHELANI;
RACHCHH; GOKANI, 2012). Diminuindo sua atividade utilizando oligdmeros
inibidores de miRNA ou moléculas que interferem no sitio de ligacdo do miRNA (LU
et al., 2009; MURAKAMI; MIYAGISHI, 2014). Em contraste, o uso de miRNAs
mimeéticos ou sintéticos pode levar a uma potencializacdo da funcdo do miRNA
(ASKOU et al., 2015; MONTGOMERY et al., 2014).

Os microRNAs sdo estaveis em fluidos, como o sangue, resistindo a
condigbes como calor, mudancas no pH e armazenamento estendido. A sua alta
estabilidade se deve a ligacdo a AGO e também por se ligar a microvesiculas, que
protegem o mMIRNA de ser degradado pelas RNases presentes na circulacao
(BALZANO et al., 2017; TOYAMA et al.,, 2017). A andlise dos perfis de miRNAs
circulantes fornecem dados para previsdo de risco, gravidade da doenca e
diagnostico. Expresséao alterada desses miRNAs circulantes tem sido associada com
algumas doencas como céancer, doencas autoimunes e inflamatérias (D’SOUZA et
al., 2019).
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Evidéncias mostram que mIRNAs podem estar relacionados com a
hematopoese, estando envolvidos na maturacdo e diferenciacdo. Cada linhagem
apresenta um padrédo de miRNA envolvido na regulagdo da expressao génica,
porém este padrdo pode ser alterado em algumas doencas (CHOONG; YANG;
MCNIECE, 2007). Chen e colaboradores (2008) mostraram que o padrédo de
MiRNAs expresso em heméacias de pacientes com AF é diferente do padréao
apresentado em individuos sem a doenca (CHEN et al.,, 2008). Este padréo
diferenciado pode estar relacionado com a severidade da doenca e com condi¢des
de estresse oxidativo, tornando os miRNAs como bons alvos para estudos (SAKI et
al., 2016).

Alguns miRNAs sao importantes reguladores da fungcédo e biologia endotelial
sendo capazes de regular mRNAs que codificam proteinas que tem funcdo em
processos de adesao celular. A superfamilia das imunoglobulinas de moléculas de
adesdao celular representa uma importante classe de receptores de adesédo célula-
célula (SCHLESINGER; BENDAS, 2015). Desta, destaca-se alguns receptores como
ICAM-1 e VCAM-1. A ICAM-1 é alvo de alguns miRNAs, como o miR-221.
Similarmente, miR-126 pode controlar a expressao da VCAM-1. microRNAs podem
regular a expressao de moléculas de adesdo e consequentemente inibir a aderéncia
de leucdcitos as células endoteliais, evidencias que comprovam que miRNAs podem
controlar a inflamacgao vascular, mostrando seu potencial papel na anemia falciforme
(CERUTTI et al., 2017; ZHONG; SIMARD; HUOT, 2018).

2.2.1 miRNA-221

O miR-221 esta4 presente em um cluster génico miR-221/222 que esta
localizado em uma regido intergénica no cromossomo X (Xpl11.3) e sdo separados
por uma distancia de 726 pares de bases (LEWIS; JORDAN; TOLLEFSBOL, 2019).
Eles sdo transcritos em um comum pri-miR-221/222 que entdo sera processado em
pre-miR individuais que apresentam aproximadamente 100 nucleotideos. A
maturacdo do pre-miR-221 resulta na formacdo do miR-221-5p ou miR-221-3p, com
tamanho de 23 nucleotideos (CHISTIAKQV et al., 2015; GALARDI et al., 2007).

miR-221 é um microRNA multifuncional que esta envolvido na regulacédo de

muitos eventos fisiologicos e patoldgicos, como o0 processo de transicao epitelial-
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mesenquimal (LIANG et al., 2018), apoptose, resposta inflamatoéria (YE et al., 2018)
e regula a resposta cardiaca a miocardite (ZHANG et al., 2019a).

Muitos estudos também tem reportado a relagdo entre o miR-221 e o cancer,
0 qual age como um oncogene em uma grande variedade de malignidades sélidas e
hematoldgicas, incluindo glioblastoma, cancer de mama, carcinoma hepatocelular,
cancer de préstata, leucemia linfoide cronica e leucemia mieloide aguda e crénica
(CALLEGARI et al., 2019; DI MARTINO et al., 2016; PENA-CANO et al., 2019:;
SHAO et al., 2018). Ao inibir proteinas supressoras de tumor, tais como p27KPl
(p27), PUMA, p57, TIMP3 e Bim, 0 miR-221 promove resisténcia a alguns farmacos
quimioterapicos(GAROFALO et al., 2012; SONG et al., 2017; XU et al., 2019).

E um miRNA altamente conservado em vertebrados, um dos mais
abundantes em células epiteliais e tem sido relacionado com a regulacdo de
processos vasculares (SONG et al.,, 2017). Ganhou muita atencdo em doencas
inflamatorias, pois algumas moléculas pré-inflamatérias podem induzir a expressao
do miR-221, como o fator de transcricdo inflamatério NF-kB. O miR-221 também
pode regular a migracdo e inflamacdo endotelial através da regulacdo da
angiotensina Il (CHEN et al., 2015; PENG et al., 2017).

A abundancia do miR-221 pode assegurar a baixa expressao de ICAM-1 em
condicdes fisioldgicas. Estudos in vitro mostraram que ele inibe a traducédo de ICAM-
1 e regula a sua expressao nos tecidos (DUAN et al., 2013; GONG et al., 2011; LIU
et al., 2017). Hu et al. (2010) demonstrou que o miR-221 suprime a traducao e
regula a expressdo de ICAM-1 nas células epiteliais das vias biliares humanas,
porém nao houve degradacdo do mRNA. A inibicdo funcional do miR-221 com anti-
miR-221 induziu a expressao da proteina (HU et al., 2010). Um estudo realizado por
Sung et al. (2018) mostrou que ao utilizar um extrato de plantas em células epiteliais
do pulmdo houve um aumento da expressdo do miR-221 e consequentemente a
expressdo de ICAM-1 foi diminuida (SUNG et al., 2018).

2.2.2 miRNA-126
O miR-126 é pertencente a uma familia de miRNAs altamente conservada,

esta localizado no 7° intron do gene do fator de crescimento epidérmico "como
dominio 7” no cromossomo 9 (9934.3) (YANG et al., 2017; ZHANG et al., 2008). E
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comumente expresso em células epiteliais, no coracdo, pulmdo e outros tecidos
(YANG et al., 2017).

Os primeiros estudos com este miRNA envolviam regulacdo de moléculas de
adesdo endotelial em processos inflamatorios, porém ele tem sido relacionado
também com o controle da integridade vascular e angiogénese, estando envolvido
na modulacdo da liberacdo de alguns fatores angiogénicos (CERUTTI et al., 2017,
FANG et al, 2017). E um dos mais importantes miRNAs que manipulam a
integridade vascular e angiogénese podendo promover o reparo celular no endotélio
vascular através da inibicdo de genes alvo SPRED1 e PIK3R2 para facilitar a
producdo do fator de crescimento endotelial vascular e do fator de crescimento de
fibroblasto (CUI et al., 2018; WANG et al., 2016).

Em muitos casos, apresenta também funcdo como supressor de tumor.
Estudos vém sendo concentrados na associacdo do mir-126 e o progndstico do
cancer. A sua baixa expressdo esta diminuida em alguns tipos de céancer, entre
estes o cancer de mama, de intestino e de pulméao (DONG et al., 2016; FENG et al.,
2010; SUN et al., 2010; TAVAZOIE et al., 2009). Pode ser usado como um anti-
oncogene por inibir a migracdo e invasdo de células cancerigenas (MENG et al.,
2019).

O miR-126 regula negativamente a expressdo de VCAM-1 em células
endoteliais, impedindo o processo de adesao e migracao celular, o que faz com que
apresente um potencial anti-inflamatério (BAI et al., 2017; HARRIS et al., 2008;
SUAREZ et al., 2010; WITKOWSKI et al., 2016). Gao et al. (2019) mostrou em seu
trabalho que a regulacédo positiva do miR-126 inibe a expressdo de VCAM-1 e do
TNF-a, limitando a aderéncia dos leucécitos as células endoteliais, reduzindo a
resposta inflamatoria envolvida no processo de aterosclerose (GAO et al., 2019).

ICAM-1 e VCAM-1 apresentam um papel importante na fisiopatologia da AF,
0 miR-221 sendo um dos mais importantes miRNA estudados na regulacdo da
inflamacé&o um dos motivos sendo a regulacédo da expressao de ICAM-1 e 0 miR-
126, importante regulador do endotélio vascular podendo regular a expressédo de

VCAM-1, se tornam alvos interessantes para estudo na AF.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

O grupo amostral foi constituido por 81 individuos, dentre eles portadores de
anemia falciforme (HbSS) n&o relacionados, cadastrados e acompanhados no
Hospital de Hematologia da Fundacdo HEMOPE (Recife — PE) e individuos com
HbAA. De acordo com a presenca ou auséncia de complicacdes clinicas, esses
pacientes foram classificados em trés grupos:

1. Grupo caso: Composto por 53 pacientes com idade maior que 18 anos
e que apresentaram relatos das complicacdes clinicas da AF — STA,
AVC, Ulcera, osteonecrose e/ou priapismo — relatados no prontuario;

2. Grupo controle: Composto por 18 pacientes com idade maior que 18
anos e que nao apresentaram ao longo de seu segmento na Fundacao
HEMOPE nenhuma complicacéo clinica confirmada em prontuério.

3. Grupo HbAA: Composto por 10 individuos (5 mulheres e 5 homens),
acima de 18 anos de ambos os sexos, com perfil de hemoglobina
normal do adulto (HbAA) que ndo apresentaram infeccbes e
inflamac0des prévias.

Todos os pacientes incluidos tiveram suas amostras coletadas quando os
mesmos se encontravam em estado basal, de acordo com a criteriorizagcao proposta
por Ballas e cols. (2012) (Ballas et al., 2012) definida por: auséncia de crises de dor
e doencas intercorrentes, como infec¢des e inflamagbes num periodo prévio de 4
semanas; sem admissao hospitalar 3 dias antes da coleta, sem transfusdes
sanguineas nos ultimos 3 meses antes da coleta e que ndo estavam utilizando
Hidroxiuréia. Os pacientes que ndo obedeceram a esses critérios nao tiveram suas
amostras coletadas.

A cada convocacao feita por telefone ou durante as visitas de rotina, cerca de
8 ml de sangue periférico foi coletado em tubos a vacuo contendo EDTA como
anticoagulante e enviado ao setor de Hematologia e Biologia Molecular do
Laboratorio Central do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE) para a realizacédo das analises moleculares.
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3.2 DESENHO DO ESTUDO

Estudo do tipo coorte transversal com comparacdo interna de grupos,
realizado no periodo de margo/2017 a junho/2019. O trabalho foi desenvolvido na
Universidade Federal de Pernambuco, tendo a Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) como instituicdo coparticipante, onde
foram coletadas as amostras e realizadas as analises dos prontuarios dos pacientes

participantes.

3.3 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE - N° do parecer: 2.472.666) (Anexo 1). ApGs a
aprovacdo, foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). A
Fundacdo HEMOPE foi incluida como instituicdo coparticipante, pois 0s pacientes
foram oriundos da mesma.

Os pacientes, apds explicacdo do projeto, assinaram o0 Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP (Anexo

).
3.4 ANALISE HEMATOLOGICA E CLINICA

Os dados hematoldégicos foram obtidos utilizando contador eletronico de
células (STKS, Coulter Corporation, FL, USA). A quantificacdo das hemoglobinas
fetal (HbF), HbA, HbA2> e HbS foi realizada por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC — VARIANT / BIO-RAD, CA, USA). Os dados clinicos foram
obtidos pela analise de prontuarios de acompanhamento médico dos pacientes que
comparecem regularmente ao ambulatorio de Hematologia da Fundacdo HEMOPE.
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3.5 ANALISE MOLECULAR

3.5.1Extracao dos microRNAs

Os miRNAs foram extraidos das amostras de sangue periférico dos pacientes
com a utilizagcdo do mirVana™ PARIS™ Kit (Life Technologies) segundo protocolo
do fabricante. O primeiro passo foi uma extracao organica que utiliza uma solucéo
desnaturante e acido fenol-cloroférmio. Este passo isola o0 RNA total da amostra. O
proximo passo foi o enriquecimento da amostra com mMIiRNAs através da
imobilizacdo do RNA em filtros e de duas filtracbes seguidas com concentracdes
diferentes de etanol 100%. A seguir, algumas etapas de lavagens foram necessarias
para remoc¢do de impurezas, apos as lavagens o miRNA foi ressuspenso em uma
solucéo de eluicdo de baixa forca ibnica e armazenado a -80°C para posterior uso.

As amostras de miRNA obtidas foram quantificadas em espectrofotbmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Rockland, DE) e a andlise da
integridade foi avaliada no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) no Laboratério de Hematologia da
Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirédo Preto.

3.5.2Anédlise da expressdo dos microRNAs

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Doencas Transmissiveis
no instituto de pesquisa Aggeu Magalhdes- FIOCRUZ. Para a avaliacdo da
expressdo dos miRNAs foi feita uma reacéo de transcri¢cao reversa seguida de PCR
em tempo real quantitativa (RT-gPCR) em triplicata utilizando o equipamento
QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher). A sintese do DNA
complementar (cDNA) ocorreu a partir de uma solucédo contendo 10 ng de miRNA
em 15 ul, utilizando o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. A
reacado de RT-gPCR foi realizada utilizando o TagMan® MicroRNA Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) para as sondas especificas do miR-221 (Namero
de catalogo: 002096) e miR-126 (Numero de catalogo: 002228), seguindo as
instrucdes do fabricante. Cada sonda especifica foi marcada com o fluoréforo FAM e

seu quencher nao-fluorescente. O RNU6B (Numero de catalogo: 001223) foi
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utilizado como gene de referéncia nas reacfes. A reacao consistiu de 10ul do 2X
Master Mix Universal TagMan, 1,33ul de cDNA e 1,0ul de 20X das sondas.

As diferengas entre os valores dos Ct's do miRNA testado e RNU6B foram
calculados para determinar os niveis de expresséo relativa dos miRNAs. A diferenca
no numero de Ct (ACt = Ctmirna — Ctrnuss) foi calculado para cada triplicata. A
expressdo de ANXAZ2 foi calculada relativa a um cDNA de referéncia (composto por
um pool de amostras de individuos saudaveis com perfil de hemoglobina normal
(AA)). E importante salientar esta amostra de referéncia foi usada como um controle
interno em todos 0s experimentos e seus resultados foram comparados em todos os
experimentos. Os valores de quantificacdo relativa dos miRNAs foram calculados
segundo o método de 222t onde o AACt = ACtpacientes AF — ACtreferencia (Hb Aa) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinicas-laboratoriais dos pacientes foram mostradas
descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher's (quando aplicavel) foi
utilizado para comparacdes entre varidveis categoricas e o Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney foi utilizada para comparacdes entre as variaveis continuas. Todos 0s
valores de P foram ajustados para os dois lados com nivel de significancia a 0,05.
As anadlises foram realizadas utilizando o software SPSS Statistics 19.0 (IBM

corporation) e o GraphPAD Prism 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Apés analisar 703 prontuarios de pacientes portadores de anemia falciforme
do HEMOPE, 81 individuos foram selecionados para a pesquisa. Destes pacientes,
18 (22,2%) se enquadraram no grupo controle HbSS, 10 (12,3%) foram individuos
HbAA e 53 (65,5%) foram do grupo caso, cuja mediana de idade foi de 27 anos (18
— 60). Do grupo caso, 52,8% apresentou mais que 3 CVO ao ano, enquanto 44,5%
dos controles apresentaram esta quantidade de CVO. As manifestacdes clinicas
mais frequentes foram a uUlcera maleolar e o priapismo, representando 64,2% e
30,2% na populacédo estudada, respectivamente. Os resultados da caracterizacao
laboratorial, clinica e demografica estdo descritos na tabela 2 e 3.

Tabela 2: Caracterizagao laboratorial dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas laboratoriais Mediana Intervalo
Hemacias (x108 células/pL) 2,6 1,9-4,0
Hemoglobina (g/dL) 8,0 52-11,1
Hematocrito (%) 23,9 16,3 -35,1
VCM (fL) 92,3 71,9 - 118,0
HCM (g/dL) 31,2 21,2-39,8
Leucdcitos (x10°/L) 12,1 6,4—19,5
Plaquetas (x10°/L) 417 72 — 696
Reticuldcitos (%) 9,5 1,8 -26,2
HbF (%) 6,7 1,5-23,0
Bilirrubina Total (md/dL) 3,1 1,9-13,6
Bilirrubina indireta (md/dL) 2,3 1,5-12,8
LDH (U/L) 806 232 — 3542

VCM, Volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina corpuscular média; HbF,

Hemoglobina fetal; LDH, Lactato desidrogenase.
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Tabela 3: Caracterizagéo clinica e demogréfica dos pacientes incluidos no estudo.

Caracterizacao dos pacientes n (%)
(n=81)

Sexo

Masculino 43 (53,1)

Feminino 38 (46,9)
Idade

Mediana (anos) 27

Intervalo (anos) 18 - 60
CVvO

<3x/ano 35 (49,3)

>3x/ano 27 (38,0)

>6x/ano 9 (12,7)
Numero de manifestacdes clinicas

0 18 (25,3)

1 31 (43,7)

2 ou mais 22 (31,0)
Ulcera Maleolar 34 (64,2)
Priapismo 16 (30,2)
STA 11 (20,8)
Osteonecrose 14 (26,4)
AVC 7 (13,2)

CVO, Crises vaso-oclusivas; STA, Sindrome toraxica aguda; AVC, Acidente vascular

cerebral.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DO MIRNA-126

Inicialmente, foi comparado os valores da expresséao relativa do miRNA-126
entre 0s pacientes controles e casos. A analise mostrou que houve um aumento no
perfil de expressao dos pacientes do grupo caso em relagdo aos outros grupos
(p=0,0041; Figura 7A). Em seguida, avaliamos os valores da expressao do miR-126
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com a presenca ou auséncia das manifestacdes clinicas apresentadas, onde foi
observado que pacientes que desenvolveram ulcera maleolar tiveram um nivel de
expressdo aproximadamente 5 vezes maior que aqueles que nao apresentaram
essa manifestagcao (p=0,0008, Fold Change=5,1; Figura 7B). Contudo, avaliando as
outras manifestacdes clinicas, ndo houve diferenca nos niveis do miR-126. Do
mesmo modo, ao comparar a expressdo com a quantidade de CVO nos pacientes,

nao houve diferenca significativa (p=0,261).
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Figura 7: Expressao relativa do miR-126. A) Andlise da expressdo do miR-126 entre os
grupos estudados. B) Diferenca entre a expressdo do miR-221 entre pacientes com UM
presente e ausente. As barras horizontais representam a mediana.

4.3 ANALISE DA EXPRESSAO DO MIRNA-221

O perfil de expressdo do miR-221 entre os pacientes do grupo caso frente os
outros dois grupos apresentou um aumento significativo (p=0,0003; Figura 8A), ao
comparar a expressdo com a quantidade de CVO nos pacientes, ndo houve
diferenca significativa (p=0,224). Porém, ao analisar o perfil de expressdo do
mMiRNA-221 em pacientes que desenvolveram UM frente a auséncia da mesma,
observamos que pacientes que apresentaram a manifestagcdo tiveram um nivel
aproximadamente 6 vezes maior da expressdao do microRNA (p=0,0001, FC=5,9;
Figura 8B).



g - ]
('*.l L ]
g 100 <
| e o
.§ o:.:..o .
ol 1
.g 104 o N .ll &
T —yeTEY
3 - . s —t
- a A A
o A
@
w 0.14
2 .
2 P=0,0003
w 0.01 T T T
Caso Controle HbAA

Expresséao relativa do miR-221

1000

1004

0.1

44

P=0,0001

"a=g
_.'.Ti'_
| ]
| |
| |

0.01

Presenq'a de UM

Ausénci'a de UM

Figura 8: Expresséo relativa do miR-221. A) Andlise da expressdo do miR-221 entre os
grupos estudados. B) Diferenca entre a expressdo do miR-221 entre pacientes com UM
presente e ausente. As barras horizontais representam a mediana.
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5 DISCUSSAO

A anemia falciforme apresenta um quadro clinico muito heterogéneo, essa
caracteristica da doenca é a motivacdo para pesquisas de marcadores e
moduladores moleculares de aplicacao clinica para identificacdo de individuos com
maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de manifestacdes clinicas dessa desordem
genética (HILLIARD et al, 2018; STEINBERG; SEBASTIANI, 2012;
VATHIPADIEKAL et al., 2017). Esta heterogeneidade fenotipica nos pacientes com
AF ainda permanece sem esclarecimentos, assim, a busca por novos marcadores
moleculares e por um melhor entendimento dos processos fisiopatolégicos dessa
doenca continua sendo de extrema importancia.

A vaso-oclusdo é um processo complexo e multifatorial, nesse processo as
moléculas de adesdo desempenham uma importante funcdo. As componentes da
superfamilia das imunoglobulinas ICAM-1 e VCAM-1 sdo duas moléculas essenciais
para que a vaso-oclusao ocorra (HUNEINI et al., 2017). Os pacientes normalmente
apresentam episédios de crises de dor, as quais sdo chamadas de crises vaso-
oclusivas (CVO) e esses episédios podem ocorrer em um grande numero no
decorrer do ano. Resultados do nosso estudo mostram que os pacientes do grupo
caso apresentaram um maior numero de CVO ao ano, este resultado corrobora com
dados da literatura que comprovam que quanto mais eventos vaso-oclusivos maior
severidade clinica nesses individuos (GOODMAN et al., 2016; QUINN; MILLER,
2004).

Muitos estudos estéo voltados para a regulacdo transcricional na AF, porém
estudos recentes estdo focados em mecanismos de regulacdo pdés-transcricional,
principalmente via microRNAs (HABARA; STEINBERG, 2016; SUN et al., 2012).
Estudos com o papel dos miRNAs na ocorréncia de doencas determina a
importancia deles em regular processos fisiologicos e patolégicos do organismo
(CHEN et al., 2015; KATO; CASTRO; NATARAJAN, 2014; ZHANG et al., 2018).

No presente estudo foi avaliado a expressdo do miR-126 e do miR-221 em
pacientes com AF para avaliar a relacdo deles com a clinica dos mesmos. O miR-
126 que se encontra no intron do gene EGFL7, estad envolvido com a integridade
vascular, homeostase endotelial e angiogénese (FANG et al.,, 2017), apresenta
também importante papel como supressor de tumor, inibindo a proliferacdo do

cancer e metastase por se ligar a alguns alvos (KAFAJI et al., 2018).
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Em nosso estudo os resultados encontrados mostraram que houve um
aumento nos niveis de expressdo desse miRNA nos pacientes do grupo caso e
também um aumento desse miRNA em pacientes que desenvolveram UM. Durante
a inflamacdo vascular o miR-126 apresenta atividade na supressao do processo
inflamatorio (YAMAKUCHI, 2012). No estudo desenvolvido por Harris et al. (2008)
ele mostrou que VCAM-1 é um alvo direto do miR-126, além disso, os resultados
também indicaram que um silenciamento desse microRNA promove uma maior
aderéncia de leucécitos ao endotélio por aumentar a expressdo de VCAM-1
estimulada por TNF- a (HARRIS et al., 2008). Resultados semelhantes foram
encontrados por Wang et al. (2016), o qual mostrou uma maior expressdo da
molécula de adesdo e um menor nivel de expressdo do miR-126 (WANG et al.,
2016). Estes dados podem significar que esta havendo uma tentativa de feedback
negativo por haver um possivel aumento da VCAM-1 nesses pacientes, havendo
uma necessidade de uma maior expressdo desse miRNA para que ocorra uma
diminuicdo da expressédo de VCAM-1.

No trabalho desenvolvido por Sui et al. (2014) ele verificou que 0 miR-126
estd envolvido na prevencdo do estresse oxidativo endotelial e na protecdo das
células de injuria oxidativa (SUI et al., 2014). Na AF ocorre o0 aumento do estresse
oxidativo e também de moléculas de adesédo, sendo importante a regulacdo dessas
vias, consequentemente um aumento da expressdo do miR-126. Nosso trabalho € o
primeiro estudo desse miRNA com a AF, entdo estudos funcionais sédo necessarios
para verificar se o produto do gene VCAML1 esta realmente mais expresso e avaliar
outras vias em que o miR-126 possa estar atuando nesta patologia.

O miR-221 € uma molécula multifuncional que esta envolvida principalmente
na inflamagéo e processos vasculares (ZHAO et al., 2018). E localizado num cluster
génico no cromossomo X, com 0 miR-222 e apresenta sequéncias semelhantes e
sao bem conservados em vertebrados (ELATTA et al., 2018). A regulacdo do miR-
221 promove progresséao do ciclo celular, angiogénese e se mostrou como um RNA
anti-apoptoético (ABDEL-AL et al., 2018).

Em nosso trabalho encontramos um aumento no perfil de expressao do miR-
221 entre os grupos estudados, diferente dos resultados apresentados por Hu et al.
(2010) que mostraram que o microRNA-221 tem como alvo a regidao 3’'UTR de ICAM-
1 suprimindo entdo a sua traducdo nos colangiocitos, estando envolvido na

regulacdo das respostas inflamatoérias (HU et al., 2010). Duan et al. (2013) mostrou
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gue a maior expressdo do miR-221 levou a uma menor expressdo da ICAM-1 e
também diminuiu a adesdo dos mondcitos nessas células (DUAN et al., 2013). Na
AF h& uma maior expressao de moléculas de adeséo o que significa que o0 miR-221
deveria estar com niveis mais baixos, porém com os resultados do nosso estudo
identificamos que o miR-221 pode nédo estar regulando diretamente a molécula de
adesao nessa doenca.

Ao separamos por manifestacfes clinicas, a expressdo do miRNA-221 foi
também maior nos pacientes que apresentaram UM. Este fato, corrobora com a
proposta que com uma maior expressdo do mesmo ele leva a um quadro
inflamatorio maior, demonstrando que ha um papel do miR-221 na regulacao de vias
pro-inflamatérias. Como foi observado por Zhao et al. (2016), o aumento da
expressdo do miR-221 em macrofagos leva a uma significante ativagdo do NF-«kB
que foi associado com a producdo de citocinas inflamatorias (ZHAO et al., 2016).
Chen et al. (2015) também encontrou resultados semelhantes, onde o miR-221 e o
NF- kB podem formar um feedback positivo para aumentar a resposta inflamatéria
(CHEN et al., 2015). Zhang et al. (2019) também encontrou que o miR-221 pode
atuar inibindo a producdo de Oxido nitrico que é um importante vasodilatador
(ZHANG et al., 2019b), isto leva a um ambiente favoravel para a vaso-oclusao e
consequentemente o desenvolvimento de manifestacbes clinicas como a UM,
indicando uma possivel relacdo desse microRNA com a presenca da UM.

Vale ressaltar que estudos com a pesquisa de microRNAs em pacientes com
anemia falciforme ainda sdo escassos e que nossa pesquisa é a primeira a avaliar a
relacdo entre os perfis de expressao desses dois miRNAs e as manifestacdes
clinicas na AF. Em nosso estudo ao avaliar os perfis de expressao desses miRNAs
em pacientes falciformes e em individuos HbAA observamos que ha uma maior
expressao deles em pacientes HbSS, estes resultados sdo semelhantes ao visto por
LaMonte et al. (2013) em que eritrocitos HbSS apresentavam maior expressao do
miR-451 quando em comparagdo ao eritrécito HbAA (LAMONTE et al.,, 2013),
indicando uma possivel relacdo desses miRNAs com a inflamacé&o na AF.

Estes miRNAs podem se tornar uma ferramenta que pode ajudar na avaliagéo
do prognostico do paciente e ajudar no plano de tratamento para o paciente. Porém
ainda se precisa de mais estudos para verificar a relacdo da expressdo dos miRNA

em pacientes falciformes, como estudos funcionais para verificar o papel deles
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nessa doenca e na regulacdo das moléculas de adesdo e avaliar se esses

microRNAs podem ser possiveis biomarcadores da severidade da doenca.
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6 CONCLUSOES

1. Os niveis de expressédo do miRNA-126 foram maiores em pacientes do
grupo caso, porém nao foram relacionados com a presenca da maioria
das complicacdes clinicas da AF;

2. Houve uma maior expressdo do miRNA-221 nos pacientes do grupo
caso, no entanto, ndo foram relacionados com a presencga da maioria
das complicacdes clinicas da AF;

3. Pacientes com UM possuem maiores niveis de expressdo do miRNA-
221 e do miRNA-126 em relacdo aos pacientes que ndo apresentam a

mesma.
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