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RESUMO

As metaloproteinases de matriz 2 e 9, sdo responsaveis pela remodelagdo da matiiz
extracelular além de estarem diretamente relacionadas com processos inflamatérios
e de carater neuroldgico, o que as coloca como grandes candidatas a moduladoras
da fisiopatologia da anemia falciforme (AF), em especial das complicacdes de carater
cerebrovascular. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia e possivel
associacao dos polimorfismos nos genes MMP2 e MMP9 com o desenvolvimento de
complicacBes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com AF. No estudo foram
incluidos 364 pacientes pediatricos entre 2 e 20 anos (mediana de idade de 14 anos)
acompanhados na fundacdo HEMOPE, e foi realizada a genotipagem para 0s
polimorfismos rs243865 do gene MMP2 e rs17576 do gene MMP9 por meio de PCR
em tempo real com sondas TagMan®. Nenhuma associacdo foi observada entre o
polimorfismo rs243865 com as complicacbes cerebrovasculares e variaveis
laboratoriais analisadas no estudo. J4 em relacao ao polimorfismo rs17576 néo foram
observadas associagfes com as complicagdes cerebrovasculares em questdao, mas
foi observada uma associagcdo com as variaveis laboratoriais: numero de células
vermelhas (RBC) p=0,032, bilirrubina total (BT) p=0,003 e bilirrubina indireta p=0,007
nos trazendo hipoteses sobre uma possivel participacdo da MMP9 com o perfil
hemolitico da doenca. De forma geral, a influéncia de ambos os genes quanto ao
desenvolvimento das complicagdes cerebrovasculares na AF precisam ser melhores

investigados em diferentes populacdes.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, AVC, Doencga cerebrovascular, MMP2, MMP9.



ABSTRACT

Matrix metalloproteinases 2 and 9 are responsible for remodeling the extracellular
matrix, as well as being directly related to inflammatory and neurological processes,
which makes them great candidates for modulators of the pathophysiology of sickle
cell anemia (SCA), in particular the cerebrovascular complications. This study aimed
to evaluate the influence and possible association of polymorphisms in the MMP2 and
MMP9 genes with the development of cerebrovascular complications in pediatric
patients with SCA. The study included 364 pediatric patients aged between 2 and 20
years (median age 14 years) accompanied at the HEMOPE foundation, and
genotyping was performed for polymorphisms rs243865 of the MMP2 gene and
rs17576 of the MMP9 gene by means of real-time PCR with TagMan® probes. No
association was observed between the rs243865 polymorphism with the
cerebrovascular complications and laboratory variables analyzed in the study.
Regarding the rs17576 polymorphism, no associations were observed with the
cerebrovascular complications in question, but an association was observed with the
laboratory variables: number of red cells (RBC) p=0.032, total bilirubin (BT) p=0.003
and indirect bilirubin p =0.007, bringing us hypotheses about a possible participation
of MMP9 with the hemolytic profile of the disease. In general, the influence of both
genes on the development of cerebrovascular complications in SCA needs to be better

investigated in different populations.

Keywords: Sickle Cell Anemia, Stroke, Cerebrovascular Disease, MMP2, MMP?9.
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1. Introducéo

A anemia falciforme (AF) é a doengca monogénica mais comum no mundo, causada
pela heranca em homozigose de uma mutacéo de ponto no gene da 3 globina (HBB),
caracterizada pela substituicdo da base nitrogenada adenina para timina o que leva a
uma mudanca de aminoacido no 6° codon de acido glutamico para valina (HBB; BS
GAG->GTG; glubval), o que resulta na formagcdo de uma hemoglobina variante
intitulada de hemoglobina S (Hb S). A HbS, diante de algumas condicbes como a
hipoxia e alteracdo de pH, se polimeriza e acarretando alteraces na morfologia
eritrocitaria, levando ao processo de falcizacdo. A AF é caracterizada, em especial,
pelo quadro inflamatdrio crénico e fenémenos vaso-oclusivos na microcirculagédo que
levam a infartos isquémicos em diversos 6rgéos e tecidos do individuo e isso acontece
principalmente devido a menor sobrevida dos eritrécitos na circulacédo e maior adesao
de leucdcitos, plaquetas e hemacias ao endotélio vascular. A ocorréncia desses
eventos comp&e um cenario fisiopatoldgico que tem um papel crucial na origem das
complicacg@es clinicas da doenca.

As principais complicagfes clinicas que acometem os pacientes com AF séo
crises algicas, Ulceras de membros inferiores, sindrome toracica aguda, sequestro
esplénico, osteonecrose, insuficiéncia renal cronica, priapismo, dactilite e
complicagbes cerebrovasculares como o acidente vascular cerebral (AVC), sendo
esse mais comum em pacientes pediatricos, iSso porque criangas com AF possuem
um risco 300x maior de desenvolver AVC do que aquelas com perfil de hemoglobina
normal (HbAA).

O Doppler Transcraniano (DTC) é um exame de ultrassonografia ndo invasivo
gue determina a velocidade do fluxo sanguineos nas artérias cerebrais, identificando
através da velocidade obtida o risco de desenvolvimento de AVC. O risco de AVC é
diretamente proporcional ao aumento da velocidade média das arterias tornando o
DTC uma ferramenta de deteccéo precoce dessa vasculopatia. Por outro lado, o AVC
€ um evento multifatorial tendo a sua fisiopatologia na AF ligada a diversos
mecanismos como por exemplo o aumento de expressao de moléculas de adeséao
endotelial que irdo contribuir para a maior aderéncia das células levando a um estado

mais susceptivel a oclusdo do vaso.
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Apesar de ser uma doenga monogénica, 0s pacientes com AF manifestam
uma grande heterogeneidade quanto ao seu curso clinico, em especial no
desenvolvimento das complicacdes cerebrovasculares. Dessa forma, se faz
necessario e importante a investigacdo de marcadores genéticos que estejam
envolvidos com a fisiopatologia da doenca e que podem possivelmente auxiliar na
deteccdo e compreensao da susceptibilidade de individuos portadores de AF quanto

a protecédo ou risco do desenvolvimento dessas complicacdes clinicas.

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo uma familia de enzimas
proteoliticas com diferentes substratos e diferentes localizagdes. A funcao proteolitica
que as MMP’s exercem sobre a matriz extracelular € essencial para diversos
processos fisiologicos como, angiogénese, remodelacdo e reparo tecidual, além de
estarem envolvidas, também, com processos inflamatorios, proliferacdo e
diferenciagao celular. Diante disso, os genes das metaloproteinases de matriz 2 e 9
(MMP2 e MMP9) séo importantes candidatos para estudos de associacao por ja
serem relatadas com participacdo em processos inflamatérios de forma geral, em
especial, os seus respectivos polimorfismos rs243865 e rs17576 com complicacdes
clinicas como cancer de mama, sindrome do ovério policistico, diabetes tipo 2, como
também complicacBes cerebrovasculares e neurolégicas.

Apesar dos estudos de associacdo envolvendo o AVC com os genes da MMP
2 e 9, e dainfluéncia e participacéo dos niveis das suas respectivas metaloproteinases
com essa complicacdo, pouco se sabe sobre essa relacdo em pacientes com AF.
Sendo assim, sabendo da ampla expressao tecidual de ambos os genes (em especial
células da microglia, células dendriticas, fibroblastos e leucécitos) e da sua ja relatada
participacdo em distUrbios neuroldgicos, acredita-se que polimorfismos nesses genes
podem estar associado ao desenvolvimento da fisiopatologia cerebrovascular em
pacientes com AF, contribuindo ou n&o para o curso clinico da doenc¢a no individuo

portador.
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2. Fundamentacao Tedrica

2.1 Anemia Falciforme
2.1.1 Etiologia e Epidemiologia

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia autossémica recessiva
caracterizada pela heranca em homozigose de uma mutagao no gene que codifica a
cadeia globinica B localizado no cromossomo 11p15.15 que origina a hemoglobina S
(HbS). A alteracdo molecular da AF consiste na substituicdo da base adenina por
timina no sexto codon do gene HBB, levando a troca de um residuo hidrofilico de acido
glutdmico por um residuo hidrofébico de valina (HBB; BS GAG—GTG; glu6val)
(Nembaware et al., 2020). Devido a mudanca dos residuos de aminoéacidos, as
hemacias que possuem a HbS apresentam um formato diferente do usual (biconcavo)
muito caracteristico semelhante a uma foice, tendo sido detectada pela primeira vez

em um jovem com descendéncia africana em 1910 (Herrick 1910; Ferrone 2018).

Enquanto a heranca em homozigose da HbS caracteriza a anemia falciforme,
existe ainda também o termo doenca falciforme (DF), que consiste em todo o grupo
de hemoglobinopatias que apresentam a HbS em interacdo também com outras
hemoglobinas variantes. Alguns individuos podem também herdar a mutacdo em
heterozigose (HbAS), dessa forma eles s&@o assintomaticos e apresentam uma

condicéao intitulada como traco falciforme (Steinberg 2008; Inusa et al. 2019).

A AF é considerada a doenca monogénica mais comum do mundo e segundo
o estudo de Carga Global de Doenca (Global Burden of Disease - GBD), 3.2 milhdes
de pessoas vivem com DF, 43 milhGes de pessoas sao portadoras do traco falciforme
e 176,000 pessoas morrem por ano devido a complicacdes decorrentes da doenca
(GBD Mortal. Causes Death Collab. 2015). Além de ser, também, considerada a
doenca hereditaria com maiores riscos de sobrevida do mundo acometendo
principalmente populacbes com ancestralidade Africana, Ardbica e Indiana. A
frequéncia da mutacdo em diferentes regiées do mundo difere principalmente devido
a influéncia de fatores de desenvolvimento social como movimentos migratorios
populacionais, além da protecdo contra a malaria proporcionada pela heterozigose
para a HbS (HbAS). Por esse fator € possivel notar a maior prevaléncia em algumas
regibes da América Latina como o Brasil. Estima-se que a frequéncia de heranca no

oeste africano € 1 a cada 3 - 4 individuos, quando comparado a 1 a cada 400
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individuos afro-americanos. A frequéncia no continente europeu € variada de acordo
com o padrao migratorio da regido em questao, no Reino Unido, por exemplo, estima-
se que em torno de 14.000 individuos sejam portadores da doenca (Inusa et al., 2019;
Nembaware et al., 2020) (Figura 1).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude aproximadamente 300.000
individuos nascem com AF no mundo, sendo cerca de 237.381 na regido Africana e
cerca de 11.143 na regido Americana. Estima-se que a prevaléncia de individuos
nascidos com AF é de 1:16.305 nos Estados Unidos, 1:14.189 na Costa Rica, 1:5.627
na Venezuela enquanto que no Brasil essa prevaléncia € de 1:1000. No total estima-
se gue no Brasil cerca de 30.000 individuos possuam a AF enquanto que cerca de 7
milndes sejam portadores do traco falciforme (HbAS) (Cancado e Jesus, 2007,
Pompeo et al., 2022). No estado de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos
vivos possui o traco falciforme e um em cada 7.000 nasce com a doenca falciforme
(Brasil, 2013). Bandeira e cols. (2008), ao realizarem uma triagem em sangue de
corddo umbilical em uma amostra com alto percentual de individuos declarados
afrodescendentes, encontraram uma frequéncia de 5,1% do traco falciforme em recém

nascidos acompanhados em uma maternidade publica no estado de Pernambuco.

Births with
sickle cell anaemia
per 100,000 births
(2015)
mo
m 1-25
26-50
51-100
101-250
251-500
MW 501-1,000
M 1,001-1,659
NA

Figura 1: Estimativa de criancas com AF entre 100.000 nascimentos em 2015. (Kato, 2018)
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2.1.2 Fisiopatologia

As complicacdes clinicas da AF sdo causadas pela presenca das moléculas de
HbS que apresentam propriedades bioquimicas onde, em situacbes de
desoxigenacao, estabelecem interacfes intermoleculares de carater hidrofobico, que
irdo promover a sua polimerizacao, levando a uma série de alteracdes na morfologia
e funcionalidade dos eritrécitos (Hebbel; Belcher; Vercellotti, 2020). Esse fenémeno é
intitulado falcizag&o e recebe esse nome pelo formato caracteristico de foice/fusiforme
gque as heméacias adquirem apdés a polimerizacdo. A polimerizacdo e a
despolimerizacdo acontecem de forma ciclica até que causam danos irreversiveis ao
citoesqueleto da membrana eritrocitédria, dessa forma as células se tornam
irreversivelmente falcizadas (Ferrone, 2018; Sundd; Gladwin; Novelli, 2018). Estudos
apontam que a formacdo do polimero é de ordem exponencial em funcdo da
concentracdo de HbS na hemacia, demonstrando a influéncia desse fator no

fendmeno da falcizagdo (Wang; Zennadi, 2021).

O processo de falcizacdo das hemacias esta correlacionado com algumas
condi¢cdes como do grau de desoxigenacdo da célula, pH, concentracao intracelular
de Hb fetal (HbF) e temperatura (Kato et al., 2018). As hemécias que contém
moléculas de HbS polimerizadas sofrem algumas alteracdes como a desidratacéao
causada pela reducdo de agua e ions celulares e aumento da densidade do eritrocito

gue por consequéncia acelera a formacao do polimero (Ferrone, 2018).

A hemécia ao passar pelo processo de falcizacdo, sofre alteracbes nas
propriedades da sua membrana plasmatica como o0 aumento da adesividade e perda
da sua flexibilidade que por consequéncia também leva a perda da sua
deformabilidade celular, caracteristica importante para a sua passagem pelos vasos
principalmente os de pequeno calibre (microcirculacdo). Além disso, o acumulo de
polimeros de HbS no interior do eritrocitos também o fragilizam, acarretando em uma
constante hemodlise intravascular. Todos esses fatores, em conjunto, compéem o
fendtipo da anemia falciforme que consiste na vaso-oclusdo acompanhada de eventos
hemoliticos (Steinberg 2008; Darbari, Sheehan, Ballas, 2020; Rehman et al. 2021).

Outra caracteristica importante manifestada pelas hemacias que contém a HbS
€ a alteracdo da composicao lipidica da membrana que leva a maior exposicédo de
fosfatidilserina (PS) na monocamada lipidica externa (Ballas, 2018) . Essa alteracao
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acarreta no aumento da adesé&o celular ao endotélio e essa maior interagéo entre
hemacias falcizadas e endotélio leva a uma ativacdo das células endoteliais que
acabam por aumentar a producéo de moléculas inflamatérias (como as citocinas IL-1,
IL-8, IL-6, GM-CSF, inibidor do ativador de plasminogénio (PAI -1)), produzir radicais
livres principalmente espécies reativas de oxigénio (EROS) e ativar fatores de
transcricdo que regulam a expressao de moléculas de adesdo como a E-selectina, P-
selectina molécula de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adesédo
intercelular 1 (ICAM-1). Além disso, hd também o aumento da conversdo de pré-
trombina em trombina levando ao aumento da taxa de eventos tromboticos (Kato et
al. 2018; Hebbel, Belcher, Vercellotti, 2020; Aggeli et al., 2021).

De modo geral, os eventos vaso-oclusivos que ocorrem na AF resultam de um
conjunto de fatores que constroem um cenario complexo onde, além da alta
adesividade celular e intensa ativacdo do endotélio, o aumento de leucdcitos e
plaquetas circulantes na microcirculacdo também contribuem para a desaceleracao
circulatoria (Allali et al., 2021) .Todo esse cenario produz, entdo, um ambiente de
carater inflamatorio que se retroalimenta positivamente gerando sucessivos eventos
oclusivos que acarretam em isquemia e infarto nos tecidos de forma sistémica (Kato
et al. 2018). (Figura 2)
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Figura 2. Principais eventos envolvidos na fisiopatologia da anemia falciforme. A polimerizacdo da
desoxi-HbS leva & formacé@o de eritrocitos desidratados e deformados. As células falcizadas
desencadeiam a oclusdo microvascular através de interagées com neutrdfilos e plaquetas ativados
e adesdo ao endotélio vascular, levando a isquemia e hipoxia tecidual, seguida por vasodilatacéo e
lesdo de reperfusédo. Devido & hemdlise h4 liberacdo de hemoglobina com consequente oxidacédo
pelo heme. O heme funciona como um padrdo molecular associado a danos que ativa as células
endoteliais, macréfagos e neutréfilos e promove a formacdo de NETs via ligagdo TLR4. NET:
neutrophil extracellular trap, ROS: Espécies reativas do oxigenio, VWF: fator de von Willebrand,
TLR4: receptor do tipo Toll 4 (Adaptado de Williams and Thein 2018).

Em paralelo aos eventos oclusivos, a AF também apresenta um quadro de
intensa hemdlise, isso porque as hemécias falcizadas apresentam um tempo de
circulacdo mais curto devido a fragilidade da sua membrana. Dessa forma, uma
grande quantidade de Hb fica livre no plasma promovendo a saturacao de sua proteina
ligante, a haptoglobina (Hebbel, Belcher, Vercellotti, 2020). As moléculas livres de
Hb reagem também sequestrando o Oxido nitrico (NO), que é um potente
vasodilatador e atua na manutengao do tonus vascular em conjunto com a endotelina-
1 (ET-1) e outros mediadores produzidos pelo endotélio (Aggeli et al. 2021). Além da
diminuicao da biodisponibilidade do NO pela Hb livre, também h4, durante a hemolise,
a liberacdo de arginase, enzima que converte a L-arginina em outro metabalito,
reduzindo a disponibilidade do principal substrato para a sintese de NO, contribuindo,
assim, com o desenvolvimento das complicag@es clinicas da doenga (Ofori-Acquah,

2020; Wang, Zennadi, 2021).

Na AF, a hemolise ocorre extra e intra vascularmente. Na hemdlise extra
vascular, as hemacias danificadas sao reconhecidas pelo sistema reticulo endotelial.
Ja a hemdlise intravascular corresponde a cerca de 30% da hemdlise total sofrida por
um paciente com AF e isso € devido nao so a fragilidade das hemacias mas também
ao acumulo anormal de imunoglobulina G (IgG) na superficie dos eritrocitos levando
a destruicdo intravascular das hemacias mediadas pelo complemento (Azar & Wong,
2017; Rehman et al., 2021). Assim, a vaso-oclusédo, em especial na microcirculagao,
e 0s eventos hemoliticos compfem um cenario de eventos fisiopatolégicos que

determinam as complicac@es clinicas desses pacientes (Onimoe, Rotz, 2020).
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2.1.3 Manifestagdes Clinicas

Na AF as complicag@es clinicas sdo de carater bastante heterogéneo, variando
de individuo para individuo além de, também, haver uma predominancia de algumas
complicacbes em determinada faixa etaria. Estudos sobre essa heterogeneidade
levaram o Programa dos Centros de Compreensao da Doenca Falciforme, em 2005,
a promover uma categorizacdo das complicagbes clinicas da AF, onde elas sdo
divididas em trés grandes grupos que totalizam doze categorias de acordo com o
sistema e/ou 6rgédo acometido (Ballas et al. 2010). De modo geral, complicagcdes como
crise vaso-oclusiva (CVO), sindrome toracica aguda (STA) e acidente vascular
cerebral (AVC) sdo mais comuns nas primeiras décadas da vida contudo elas ainda
podem ocorrer ao longo da vida (Sundd, Gladwin, Novelli, 2018).

Devido a heterogeneidade da doenca, um modelo de sobreposicdo de sub-
fendtipos da AF surgiu para explicar a ocorréncia das manifestacdes clinicas nesses
individuos: um modelo regido pelos principios "viscosidade - vaso-oclusdo” em que
individuos com maiores niveis de Hb tém mais episodios de falciza¢do, culminando
em aderéncia eritrocitaria e vaso-oclusdo. Dessa forma, eles apresentariam um sub-
fenotipo que envolve complicagbes como crise de dor, sindrome toracica aguda (STA)
e osteonecrose. JA o segundo sub- fendtipo regido pela "hemdlise - disfuncéo
endotelial" esta relacionado com altos niveis de marcadores hemoliticos como LDH,
reticulocitos e arginase produzindo um estado de deplecédo da disponibilidade NO,
prejudicando consequentemente a funcdo vasomotora. Dessa forma h& o
envolvimento maior de complicacbes como a hipertensdo pulmonar, priapismo,
Ulceras de membros inferiores e doenca cerebrovascular, que inclui complicacdes
como ataque isquémico transitério, infarto silencioso, Doppler Transcraniano de alto
risco e acidente vascular cerebral, sendo esta Ultima a de maior gravidade (Figura 3)
(Kato et al., 2018; Ofori-Acquah, 2020).
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Vaso-oclusdo — Viscosidade
Falcizagédo do eritrécito

- Niveis de Hb

- Crises vaso-oclusivas

- Sindrome toracica aguda
- Osteonecrose

- LDH

- Contagem de reticuldcitos

- Hb e arginase no plasma

- Hipertens&o pulmonar, priapismo, Glcera maleolar
-AVE?

Disfuncdo hemolitico-endotelial
Vasculopatia proliferativa

Figura 3: Modelo de sobreposicdo de sub-fenétipos da AF. Sugere-se que um conjunto de
complicagBes hemolitico-endoteliais, possam influenciar no desenvolvimento de Ulceras maleolares,
priapismo, hipertenséo pulmonar e talvez no AVE. (Adaptado de Kato et al., 2007)

2.1.4 Complicacbes Cerebrovasculares

As complicagbes cerebrovasculares na AF englobam eventos como o infarto
cerebral silencioso, ataque isquémico transitério, vasculopatias intra e extracranianas
e doenca cerebrovascular, que consiste na presenca de um Doppler Transcraniano
(DTC) de alto risco e acidente vascular cerebral (AVC), sendo essa Ultima a
complicagdo de maior gravidade (Hirtz, Kirkham, 2019). De forma geral, as
complicacBes cerebrovasculares sdo associadas a um comprometimento significativo
da qualidade de vida dos pacientes com AF e a uma elevada taxa de morbidade
(Aggeli et al., 2021).

O AVC é definido como um evento neurologico agudo secundario a ocluséo de
uma artéria com consequente isquemia cerebral, podendo ser também um evento de
carater hemorragico. Em pacientes com a AF, o AVC do tipo isquémico (AVCI) é o
mais comum, sendo responsavel por 75% dos casos, e ele geralmente ocorre nas
duas primeiras décadas de vida sendo um evento muitas vezes associado a sequelas
como disfungdo neurolégica e/ou motora (Stotesbury et al., 2019). Antes das medidas
protetivas estabelecidas, o AVC era responsavel por cerca de 20% dos 6bitos de
pacientes pediatricos com AF, atualmente essa taxa foi reduzida a 10%, no entanto a
maioria dos Obitos por AVC séo relacionadas ao do tipo hemorragico (Kirkham;
Lagunju, 2021).
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Mesmo com a reducédo das taxas de mortalidade relacionadas ao AVC devido
as medidas preventivas ja existentes, a prevaléncia dessa complicacdo ainda é
consideravel. Estima-se que cerca de 11% dos pacientes pediatricos com AF sao
acometidos por pelo menos um evento de AVC até dos 20 anos de idade podendo
essa taxa ser de até 17% quando ndo ha a aplicagdo de nenhuma medida protetiva,
nesses casos, quando, mesmo apés o AVC, nenhuma medida é tomada, o risco de
recorréncia é de 75% e geralmente tem a tendéncia de ocorrer 36 meses apds o

primeiro evento (Aggeli et al. 2021; Stotesbury et al. 2019; Talha et al., 2022).

Estima-se que uma crian¢a portadora de AF (HbSS) possui 300 vezes mais
chances de ser acometida por um AVC do que criangas com padréo de heranca de
hemoglobinas normal (HbAA), sendo esse risco maior durante a primeira década de
vida, mais significativamente entre 2 e 5 anos de idade, ndo excluindo a prevaléncia
durante toda a infancia e segunda década de vida do paciente (Aggeli et al., 2021;
Hirtz; Kirkham, 2019b). No entanto, o risco é menor antes dos 2 anos de idade e
discute-se que isso provavelmente é devido a influéncia protetora da HbF nesses
pacientes, que atua diminuindo a taxa de falcizacdo sofrida pelas hemacias. (Jang et
al., 2021)

Em pacientes com AF, o AVCI geralmente ocorre nas artérias do poligono de
Willis, onde as artérias cerebrais médias, cerebrais anteriores e caroétida interna séo
as mais comumente acometidas (Sabarense et al., 2021). Todo o0 cenario
fisiopatolégico da AF contribui para o acontecimento do AVCI, como 0 aumento da
adesdo eritrocitaria, ativacdo endotelial, aumento da producdo de mediadores
inflamatérios, adesivos e tromboticos, além da diminuicdo da producéo de mediadores
citoprotetores, como o NO e do aumento do estresse oxidativo pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) (Aggeli et al., 2021; Hirtz; Kirkham, 2019). A
gravidade e extensdo do acometimento pelo AVCI é proporcional ao grau de estenose
sofrido pelas artérias e ele pode ser designado em dois subtipos; o com manifestacdes
clinicas (hemiparesia, monoparesia, afasia, perda de for¢ca, convulsdo, distlrbios
visuais, deficit de atencdo e na fungcdo motora), e o silencioso, o qual ndo possui
manifestacdes claras e também pode ser referido como infarto cerebral silencioso. O
AVCI sintomatico geralmente esta associado a estenose de artérias de maior calibre

e essa estenose pode levar a uma condicdo oclusiva cronica onde ha o
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desenvolvimento de vasos compensatorios intitulada de sindrome Moya-Moya (Gemel
et al., 2022; Ofori-Acquah, 2020; Pompeo et al., 2022).

J& os atagues isquémicos transitorios e infartos cerebrais silenciosos possuem
uma prevaléncia de 25% entre criancas de 4 a 6 anos, e 39% em pacientes pediatricos
de até 18 anos podendo atuar, juntamente com outras vasculopatias, como fatores de
risco para o desenvolvimento posterior de um AVC (Hirtz; Kirkham, 2019; Stotesbury
et al., 2019). A deteccdo de complicacbes cerebrovasculares é feita através de
exames de imagem como ressonancia magnética nuclear (RMN) ou tomografia
computadorizada (TC), e, no caso do AVC, o Doppler Transcraniano (DTC) que surgiu
como um importante protocolo de estratificagéo, e, por consequéncia, prevencao do
AVC em pacientes com AF, ele junto com outras medidas protetivas foram
responsaveis pela diminuicdo da taxa de mortalidade desses pacientes (Crow, 2020;
Phillips et al., 2021).

2.2 Deteccdao e prevencédo da Doenca Cerebrovascular na Anemia Falciforme
2.2.1 Doppler Transcraniano

O Doppler Transcraniano (DTC) € um exame de ultrassonografia ndo invasivo,
indolor e de baixo custo, capaz de estimar a média da velocidade maxima de fluxo
(VMMF) sanguineo nas artérias intracranianas do poligono de Willis (Crow, 2020). No
DTC, areas de estenose, devido ao estreitamento dos vasos, sdo identificadas pelo
aumento do fluxo sanguineo, dessa forma, a velocidade detectada no exame é
diretamente proporcional a velocidade sanguinea e inversamente proporcional ao
diametro do vaso (Adams et al., 2004; Kija et al., 2019). Para realizacdo do exame,
um transdutor é posicionado em uma regido craniana de baixa densidade 6ssea ou
em um forame dsseo, a regido mais comumente utilizada é temporal, que se localiza
acima do arco zigomatico e anterior a orelha, recebendo o nome de janela acustica
(Figura 4). Dessa forma € possivel avaliar a VMMF das artérias cerebral média,
bifurcacdo da artéria cardtida interna, carétida interna, cerebral anterior, cerebral
posterior e basilar, todas séo sempre avaliadas de modo bilateral. (Aaslid; Markwalder;
Nornes, 1982).
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Os valores da VMMF variam de adultos (60 cm/s) para criangas e de criancgas
saudaveis (90 cm/s) para aquelas com AF (130-140 cm/s). Apos a realizagdo do DTC
e a obtencao do seu resultado, os pacientes podem ser estratificados em trés grupos
distintos: normal, condicionante e alto risco. A VMMF é considerada normal até 170
cm/s, condicionante quando a VMMF é igual ou superior a 170 cm/s até 199 cm/s, e
alto risco, quando em duas avaliacfes seguidas e independentes, as VMMF sé&o iguais
ou superiores a 200 cm/s (Adams, Ohene-Frempong, & Wang, 2001; Adams et al.,
2004; Debaun et al., 2020).

Figura 4: diagrama de area onde o transdutor do Doppler Transcraniano é posicionado para obter
0s sinais das artérias intracranianas (Aaslid et al., 1982).

Adams e cols., em 1997 realizaram um estudo onde 315 criancas com AF, sem
histérico de AVC, foram submetidas a exames neuroldgicos e concluiu-se que o risco
de desenvolvimento de AVC aumentava significativamente com o aumento da
velocidade sanguinea nas artérias carotida e cerebral média (Adams et al., 1997).
Baseado nesse achado, em 1998, também Adams e cols, realizaram o estudo STOP
(do inglés, Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia, STOP trial) e propuseram o
uso do DTC como uma ferramenta de triagem e estratificacdo clinica como forma de
prevencdo primaria do AVC em criangas com AF (Hb SS) e S/B° talassemia (Hb S/(3°).
No estudo, 163 criangas com dois resultados confirmatérios de DTC de alto risco
foram separadas em dois grupos onde um dos grupos foi submetido a uma terapia de
transfusdo administrada a cada 3-5 semanas, onde o principal objetivo era diminuir a
guantidade de HbS para menos que 30%, nesse grupo, notou-se que O risco de

desenvolvimento de AVC diminuiu em cerca de 90% (Adams et al., 1998).
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Posteriormente, Adams e cols. em 2004, realizaram um estudo de
acompanhamento, o STOP I, onde, criancas as quais as velocidades do DTC se
normalizaram apods receberem transfusbes por pelo menos 30 meses, foram
randomizadas para continuar as transfusdes ou interromper a terapia. As velocidades
do DTC do grupo de pacientes que interromperam as transfusdes voltaram a se elevar.
O estudo foi encerrado antes do previsto porque o grupo que descontinuou a terapia
de transfuséo apresentou um aumento consideravel no acometimento pelo AVC, além
também de apresentarem um DTC anormal (Adams et al. 2004).

Apés varios estudos, Adams e col., definiram que criangas com AF que
possuiam um DTC de alto risco possuiam um risco de desenvolver AVC cerca de 40
vezes maior, em contrapartida, pacientes na faixa condicionante também possuiam
um risco consideravel e mesmo os pacientes da faixa normal ainda possuiam cerca
de 19% chance de desenvolvimento da complicacdo (Adams et Al., 2004, 1997, 1998).
Além disso, o DTC se estabeleceu como uma ferramenta importante de deteccao para
0s pacientes assintomaticos (Hirtz; Kirkham, 2019).

Os estudos realizados por Adams e col. continuam sendo, até hoje, um
importante marco na forma como a prevencdo do AVC em pacientes pediatricos com
AF é conduzida (Crow, 2020). Atualmente, segundo a Sociedade Brasileira de
Hematologia, o protocolo aplicado utiliza ndo apenas do regime de hipertransfuséao
mas também do uso da hidroxiureia (HU) como forma de prevencéo primaria do AVC
em pacientes pediatricos com AF. Dessa forma, fica-se sugerido que criangcas com
DTC normal devem repetir o exame anualmente; criangas com DTC condicionante
devem repetir o exame semestralmente e a HU administrada numa dose de
20mg/kg/dia e criancas com DTC de alto risco devem repetir 0 exame trimestralmente
e iniciar o protocolo e de transfusdo sanguinea a cada 3-4 semanas com o intuito
(assim como estabelecido no estudo STOP) de diminuir a concentragéo de HbS para
menos que 30% e manter os niveis basais de hemoglobina maiores que 9 ug/dl. Os
pacientes podem migrar para o tratamento com HU apdés 1 ano em regime
transfusional salvo os casos onde o regime precisa ser mantido por mais tempo ou
onde o paciente, por algum motivo decide interromper o regime de transfusao, ele
pode ser substituido pelo uso exclusivo de HU, respeitando as doses diarias maximas
permitidas (Debaun et al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5: algoritmo de estratificacdo do DTC em pacientes pediatricos com AF. (Mack & Thompson,
2017.)

2.2.2 Terapia de Transfusao Crbénica e Hidroxiureia

A transfusédo é utilizada em pacientes com AF de forma pontual para reverter
situacBes como um quadro de anemia severa ou complicacdes de carater agudo como
sequestro esplénico, crises aplasicas e sindrome toracica aguda (STA). Ja quando
aplicada de forma cronica, a terapia de transfusdo sanguinea atua na prevencéo
primaria do AVC, na prevencao da recorréncia de um novo AVC e nas crises vaso-
oclusivas (CVO) (Darshana; Rees; Premawardhena, 2021). A transfusdo sanguinea
em um paciente com AF atua de forma que a quantidade circulante de hemacias
falcizadas contendo HbS sé&o diluidas pela presenca de hemécias contendo HbA,
prevenindo episédios agudos de anemia e aumentando a oxigenacdo tecidual e
diminuindo a ativacéo das células endoteliais. Aliado a isso, a velocidade dos vasos
intracranianos € reduzida e associada a reducéo do grau de anemia do paciente atua
como um dos possiveis mecanismos que podem estar relacionados a reducao do risco
de desenvolvimento do AVC (Estcourt et al., 2020).
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Apesar dos beneficios ja conhecidos, o regime de hipertransfusdo pode causar
consequéncias como deposicéo de ferro nos tecidos (principalmente figado, coracao
e pancreas), aloimunizagcado eritrocitaria e um aumento na susceptibilidade para
transmissao de infecgBes transmissiveis pelo sangue (Seck et al., 2022). O deposito
de ferro nos tecidos ocorre porque com o aumento de hemacias circulantes maior a
hemolise e por consequéncia maior a quantidade de grupamento HEME livre, dessa
forma, o manejo de pacientes sob regime de hipertransfusdo na maioria das vezes é
associado ao uso de um quelante de ferro (Graziadei et al., 2022; Soliman; Alaaraj;
Yassin, 2021).

Jé a aloimunizacao pode ocorrer pelas discrepancias nos antigenos dos grupos
sanguineos entre doadores e receptores e a probabilidade da ocorréncia em pacientes
com AF em regime de hipertransfusédo, sendo os anticorpos contra os antigenos
Rhesus (RhD, RhC e RhE) e Kell (K) sdo os mais frequentes associados a esse
fenbmeno. Diversos fatores foram indicados como responsaveis pelas elevadas taxas
de aloimunizacao, incluindo transfusdes frequentes, disparidade de grupo sanguineo
entre doadores e receptores, inflamacdo cronica e heranca de elemento
imunoregulatoérios (Brandow; Liem, 2022; Estcourt et al., 2020; Han; Hensch; Tubman,
2021). Algumas pesquisas ja sugerem o uso da transfusdo por troca de eritrcitos
(Red Blood Exchange) como alternativa a transfusdo sanguinea comum para evitar a
aloimunizacédo, uma vez que o procedimento consiste na retirada das hemacias do
paciente e reposi¢cao com hemacias contendo HbA. Contudo o método nédo é aplicado
em larga escala principalmente pela limitagdo técnica (Linder; Chou, 2021; Pirenne;
Floch; Habibi, 2021; Seck et al., 2022).

A hidroxiuréia (HU), ou hidroxicarbamida, é um agente citostatico especifico da
fase S do ciclo celular utilizado em doencas onco-hematologicas, e seu uso em
pacientes com AF foi aprovado no Brasil ha 15 anos (Brasil, 2002). Apesar de
atualmente ja existirem pesquisas que propde o uso de outros medicamentos, 0 Uso
da HU continua sendo a alternativa de primeira escolha por ser um agente modificante
direto da doenca, diferente da terapia de transfusdo (Dong; Mcgann, 2021). Em
pacientes com DTC condicionante e seguindo protocolo interno do HEMOPE, a HU é
administrada em dose inicial (5mg/Kg/dia) até a dose maxima tolerada (15mg/Kg/dia)
de acordo com a resposta de paciente ao medicamento e seguindo os critérios de

conduta propostos pelo Ministério da Saude (Brasil, 2013).
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A HU se classifica como um agente modificador da AF pelo seu mecanismo de
acao gue consiste na inducéo da sintese de hemoglobina fetal (HbF) que é um potente
agente inibidor da polimerizacéo da HbS. Ainda ndo se sabe qual mecanismo ao certo
gue leva a inducao da sintese de HbF mas discute-se que pode ocorrer dado a acao
da HU nos progenitores eritroides na medula Ossea, causando um estresse
eritropoese como um todo, além disso vem sendo demonstrado na literatura que a HU
tem efeitos sob os moduladores genéticos da expressédo de HbF como BCL11A, KLF-
1 e MYB. Juntamente a inducao da sintese de HbF, a HU também atua diminuindo a
hemdlise, por consequéncia diminui também a inflamacdo e induz o aumento da
producdo de oOxido nitrico (Dong; Mcgann, 2021). De modo geral, a HU reduz a
frequéncia de crises vaso-oclusivas, a necessidade transfusional e as hospitalizacdes
dos pacientes, além de diminuir a taxa de mortalidade em aproximadamente 40%,
guando utilizada por pelo menos um ano (Ataga; Rai, 2020; Darshana; Rees;

Premawardhena, 2021).

Ware e cols. em 2012, desenvolveram o estudo SWITCH (do inglés, Stroke
With Transfusions Changing to Hydroxyurea, SWIiTCH), onde o0 regime
hipertransfusional foi substituido pelo uso da HU em pacientes com AF que haviam
manifestado AVC previamente e que ja tinham passado por, no minimo, 18 meses de
tratamento. Os dados mostraram que 10% dos pacientes tiveram recorréncia de AVC
(10 casos/100 pacientes/ano) frente a nenhum caso de recorréncia nos pacientes com
tratamento transfusional padréo, em contrapartida, a eficacia do uso da HU para a
prevencao de um novo AVC, devido ao término precoce do estudo, foi inconclusiva.
(Ware et al. 2012).

Posteriormente, em 2016, também Ware e col., realizaram o estudo TWIiTCH
(do inglés, TCD WithTransfusions Change to Hydroxyurea, TWITCH) onde foi
demonstrado que, para criangcas com alto risco no DTC que foram transfundidas ha
pelo menos um ano e sem evidéncia de vasculopatia cerebral demonstrada pela RMN,
a hidroxiuréia pode substituir de forma eficaz a terapia de transfuséo crénica (Ware et
al., 2016). Anteriormente, em 2015, outro estudo demonstrou que o uso da HU reduzia
a VMMF em criancas com AF e DTC na faixa condicional, sendo a HU uma opc¢éao de
tratamento a ser considerada para criangas nessa faixa de risco (Hankins et al., 2015).
Em 2011, Wang e col., executaram o estudo BABY HUG (Pediatric Hydroxyurea in

Sickle Cell Anemia, BABY HUG trial) multicéntrico randomizado de fase lll, o qual foi
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realizado com 213 lactentes com idade entre 9 e 18 meses com 0 objetivo de testar a
eficacia e seguranca do uso da HU em lactentes e criancas ainda muito novas onde
resultados positivos foram obtidos (Wang et al., 2011).

Todos esses estudos foram importantes para o estabelecimento e protocolo do
uso da HU em pacientes com AF, em especial para a prevencdo de complicacoes
cerebrovasculares como AVCI. Apesar dos efeitos adversos temporarios, como
leucopenia e plaguetopenia, que poderiam predispor 0os pacientes a infeccbes e
sangramentos, o risco do uso da HU em pacientes € aceitavel quando comparado
com o risco de pacientes com AF ndo tratados. Entretanto, quando fala-se em
tratamento com potencial curativo, a Unica alternativa existente atualmente € o
transplante de medula 6ssea, aqui leva-se em consideracdo também que os pacientes
pediatricos com histérico de acometimento por complicacdes cerebrovasculares
guando submetidos ao transplante ndo apresentam recorréncia de AVC (Ataga; Rai,
2020; Chianumba et al., 2022; Hasson et Al., 2019).

2.3 Modulares Genéticos

Apesar de ser uma doengca monogénica, pacientes com AF apresentam
diversos fenotipos, onde as manifestagbes clinicas e intensidade delas séo
moduladas. Estudos retrospectivos trouxeram a proposta de que a modulacao clinica
da AF poderia ser feita por outros genes que estariam envolvidos em mecanismos
diversos (Ballas, 2018). Alguns moduladores ja sdo bem discutidos na literatura como
a coexisténcia com alfa talassemia (a-talassemia), a qual tem sido associada com
uma menor taxa hemolitica, diminuicdo da contagem de reticulécitos e niveis mais
baixos de LDH (Olatunya et al., 2019). Junto a isso, ocorre também a reducéo da HbS
e por consequéncia a diminuicdo da polimerizacdo, amenizando assim 0s eventos
vaso-oclusivos, que acabam por exercer um efeito protetor contra complicacdes
clinicas como o AVC (Steinberg; States, 2021). Outros moduladores bem
estabelecidos séo os haplétipos da globina BS, que sdo padrdes de sitios polimérficos
ligados ao cluster da B-globina e que influenciam na concentracédo da HbF a qual esta
relacionada com a evolugdo clinica de pacientes com AF por atuar justamente na
diminuicdo da polimerizacdo da HbS. Individuos com AF e hapl6tipo Senegal (SEN)

ou Arabe-Indiano (ARB) apresentam maiores niveis de HbF, tendendo a apresentar



32

uma forma clinica menos grave da doenca; por outro lado pacientes que apresentam
haplétipo Bantu/Republica Central Africana (CAR) tendem a desenvolver um quadro
clinico mais grave, pois cursam com niveis diminuidos de HbF. Por fim, pacientes que
possuem o haplétipo Benin (BEN) apresentam quadros clinicos intermediarios
(Bernaudin et al., 2018).

Quando se trata especificamente do AVC, fala-se de uma complicacdo que se
manifesta de forma bastante heterogénea e a fisiopatologia exata do AVCI na AF
ainda é discutida até atualmente. O DTC possui algumas limitacbes técnicas de
execucao, somado ao fato de que a literatura trouxe ao longo dos anos que pacientes
com DTC normal ainda chegavam a desenvolver AVC, foram levantadas hipoteses
gue genes envolvidos na regulacdo das vias de inflamacao, metabolismo do 6xido
nitrico, vasorregulacdo, adesdo celular e hemostasia eram 0s mais provaveis a
estarem envolvidos nessa modulacdo. Flanagan e col. realizaram um estudo em 2011
e outro em 2013 com o intuito de validar os genes e polimorfismos que ja haviam
sendo citados como potenciais modulares em uma coorte de larga escala como
ferramenta de melhoramento da acuracia da previséo de desenvolvimento ou néo de
AVC pelos pacientes com AF (Babalola et al. 2021; Fasola et el. 2022; Flanagan et al.
2011, 2013; J.M. et al. 2010).

2.4 A Fisiologia das Metaloproteinases de Matriz

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo uma familia de enzimas
proteoliticas com diferentes substratos e diferentes localizagdes, mas todas séo zinco
dependentes e possuem a capacidade de degradar quase todos os elementos que
compdem a matriz extracelular (MEC). Essa funcédo proteolitica que as MMP’s
exercem sobre a MEC é essencial para diversos processos fisioldgicos como
embriogénese, angiogénese, cicatrizacdo, remodelacédo e reparo tecidual, além de
contribuirem, também, para a proliferacao e diferenciacao celular (Cerofolini; Fragai;
Luchinat, 2018).

As MMP’s podem ser classificadas pela sua estrutura em oito grupos ou pela
atividade proteolitica exercida em cinco grupos, sendo essa ultima classificacdo a
mais utilizada e melhor estabelecida. Quanto a atividade proteolitica, existem as
colagenases (MMP-1,MMP-8,MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2 e MMP-9),
estromelisinas (MMP-3 e MMP-10), matrilisinas (MMP-7 e MMP26) e o grupo de MMP
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do tipo membrana (MT-MMP-14, MT-MMP-15, MT-MMP-16, MT-MMP-17, MT-MMP-
24 e MT-MMP-25) (Cabral-Pacheco et al., 2020).

Estruturalmente falando, as MMP’s sdo um tipo de proteina multidominio cuja
composicao se da por uma sequéncia de um pro-peptideo (pro-dominio), um dominio
catalitico, uma regido de dobradica ligante de peptideo e um dominio de hemopexina.
Essa estrutura € comum a todas as MMP’s com excegcdo das MMP7 e MMP26 que
nao possuem o dominio de hemopexina, das MT-MMP’s que possuem uma ancora
de membrana e das gelatinases (MMP2 e MMP9) possuem um dominio de repeticao
de fibronectina (FN) que é responsavel pela ligagdo com o colageno do tipo Il que elas

irdo degradar (Figura 6) (Rempe; Hartz; Bauer, 2016) .

Minimal-domain MMPs
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S = amino-terminal signal sequence

Pro = pro-peptide
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FN = collagen-binding type Il repeats of fibronection
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MT-MMP = membrane-type MMP
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Figura 6: Diferentes estruturas das metaloproteinases de matriz. As MMP’s s&o divididas em grupos
estruturais distintos. As MMP’s de dominio minimo que possuem uma sequéncia amino terminal
(S), um pro peptideo que mantem a metaloproteinase em forma de zimogénio inativo e um dominio
catalitico que contem um sitio de ligacao rico em Zinco. As MMp’s com dominio de hemopexina
possuem adicionalmente a essa estrutura um dominio de hemopexina. As Gelatinases possuem
uma regiao com repeticdes de fibronectina (FN). E as MMP’s do tipo membrana tem um dominio de
ancoragem (Rempe; Hartz; Bauer, 2016).

No pro-dominio ha uma regido chamada de interruptor motivo de cisteina, que
interage com o dominio catalitico de zinco (Zn?*) de forma que a ligacdo com o

substrato para ativacdo da proteina € impedida e a MMP se mantém na forma néo

ativa (pro-MMP). O dominio catalitico € composto por dois ions de zinco, trés de calcio
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(Ca?") e trés residuos de histidina que séo altamente conservados. Na porc¢éo final e
um pouco mais externa do dominio catalitico ha uma regido chamada de bolsdo S1’,
esse bolsdo é a regido mais variavel das MMP’s, e € um fator determinante para a
especificidade da ligagdo com 0s seus respectivos substratos, no entanto existem seis
tipos de bolsdes (P1, P2, P3, P1’, P2’ e P3’) e os substratos ou inibidores das MMPs
podem ser nomeados de acordo com a interacdo com esses bolsées (R1, R2, R3, RT’
ou Ra, R2’ e R3). A regido de dobradica permite a flexibilidade de interacdo entre os
dominios e confere estabilidade a enzima, j& o dominio de hemopexina € importante
para garantir a especificidade dos substratos (Figura 7) (Bassiouni; Ali; Schulz, 2021;
Laronha et al., 2020).

Dominio
Cisteina motivo Catalitico
interruptor 170 aa

Dominio
Regiaode Hemopexina

(PRCGXPD)
2‘ Dobradica

-SH

Sequéncia

15-65 aa
Zn?*.Sequénciade Ligacao

200 aa

Figura 7: representacdo da estrutura molecular geral das metaloproteinases. (Maccoll; Khalil,
2015.)

A maioria das MMP’s sdo secretadas no meio extracelular com excecéo
principalmente das MMP’s que possuem dominio transmembrana (MT-MMP) que
ficam ancoradas na membrana celular. Para a ativacdo das MMP’s, é necessario que
a remocdao da ligacdo do motivo de cisteina do sitio catalitico de Zn?* e a regulagéo
da atividade dessas metaloproteinases é feita principalmente pelos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMP - Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). As
TIMP’s sdo um grupo de quatro proteinas enddgenas (TIMP 1,2,3,4) que possuem um
dominio C-terminal e um N-terminal com 125 e 65 amino&cidos respectivamente. O
dominio N-terminal possui dois grupos de quatro residuos Cys-Thr-Cys-Val e Glu-Ser-
Val-Cys e ele é responsavel pela inativagdo das MMP’s através da sua ligagdo com o
dominio catalitico. J& o dominio C-terminal liga-se ao dominio de hemopexina o que
confere maior estabilidade a reacao (Figura 8) (Bassiouni; Ali; Schulz, 2021; Cabral-
Pacheco et al., 2020; Laronha et al., 2020). A regulagcao das MMP’s pode ainda ser

feita por inibidores enddgenos nao especificos como a a—macroglobulina que é
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encontrada no sangue fluidos teciduais e atua se ligando a MMP formando um
complexo que posteriormente € endocitado e degradado no interior da celula. Ja
trombospondina-2 atua através do mesmo mecanismo, mas apenas inibindo a MMP2
e MMP9 (Das; Amin; Jha, 2021; Polonikov et al., 2019).
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Figura 8: Localizagao e interagdes entre os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMP’s) e
as MMP’s. Todos os inibidores sdo secretados mas apenas o TIMP-3 é incorporado na matriz.
Estruturalmente os TIMP’s sdo compostos de dois dominios que se localizam lado a lado (N-terminal
e C-terminal). O dominio N-terminal € nomeado geralmente como o dominio. O TIMP-1 inibe MMP-
1-3 e MMP-7-9; TIMP-2 inibe MMP-2, MMP-9, MMP-14, e MT1-MMP; TIMP-3 inibe MMP-2 e MMP-
9 e TIMP-4 inibe MMP-2, MMP-26, e MT1-MMP. Adicionalmente a isso, os TIMP’s iteragem com as
formas inativas das MMP’s (pro-MMP) de uma forma n&o inibitdria, ou seja, eles exercem outras
fungdes fora a inibigdo das MMP’s como por exemplo ligando-se a receptores de membrana celular
(TIMP-1 a CD63; TIMP-2 a a3B1integrina e LRP1; TIMP-3 a EFEMP1, VEGFR2 e AGTR1,2; e TIMP-
4 to CD63) (Bassiouni; Ali; Schulz, 2021; Cabral-Pacheco et al., 2020).

Em condigdes fisiolégicas normais as MMP’s sdo expressas nos tecidos em
guantidades minimas basais e apenas sao aumentadas quando necessario. Quando

produzidas, elas entéo s&o liberadas no meio extracelular nas suas formas latentes/
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inativas chamadas de pro-MMP’s (zimogénio) e entdo a ativagao é feita através da
protedlise da porcdo N-terminal no meio extracelular por outras MMP’s ou por outras
proteases, ja no meio intracelular a ativacéo pode ocorrer através de outras reacdes
como a fosforilagdo. Esses mecanismos, juntamente com a inibicdo mediada pelos
TIMP’s, conferem um equilibrio homeostatico as atividades das MMP’s, quando esse
equilibrio é afetado por alguma condi¢cdo a ativacdo das MMP’s pode ocorrer por
outros fatores como por exemplo espécies reativas de oxigénio, hipoxia tecidual,
alteracdes no pH e NO. Esse desequilibrio pode estar associado a diversas patologias
como processos inflamatérios, artrite, cancer e metastase, doencas
neurodegenerativas, diabetes, cirrose hepatica, doencas pulmonares fibréticas e
aterosclerose (Cerofolini; Fragai; Luchinat, 2018; Laronha et al., 2020; Rempe; Hartz;
Bauer, 2016).

2.4.1 As metaloproteinases de matriz 2 e 9: atividade e expressao

As gelatinases possuem substratos em comum como varios tipos de colageno,
fibronectina, elastina IL-1B e TGF-B. De forma geral, elas estdo associadas
principalmente a degradacdo da MEC, como também chegam a estar envolvidas no
remodelamento do tecido conjuntivo, no entanto, a elevada afinidade que elas
possuem pelo colageno do tipo IV, um elemento importante da membrana basal, torna
as gelatinases capazes de atravessar o endotélio durante processos inflamatérios. A
regulacéo da atividade das gelatinases ocorre da mesma forma que as outras MMP’s,
a nivel transcricional, e pela ativacdo e inibicdo da enzima por fatores endégenos
(Kurzepa et al., 2014).

O gene MMP2, localiza-se no cromossomo 16 (16912.2), e o MMP9, esta
localizado no cromossomo 20 (20g11.1-13.1), a regulacdo dos niveis de expressao
das gelatinases é feita principalmente através de moléculas inflamatérias. No caso da
MMP9, moléculas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), IL17 e espécies reativas
de oxigénio estimulam a transcricdo através do fator de transcricdo ativador da
proteina 1 (AP-1) e do NF-KB e esse estimulo pode ser inibido pelo interferon-g. Em
contrapartida, moléculas como IL-4, IL-10 e interferon-B, atuam inibindo a expresséao
de MMP9. Ja a MMP2, por outro lado, € regulada pelo TNF-a e pela acdo da p38-
MAPK (que atua através do NFkB). De forma sintetizada, a regulacdo da expressao

de ambas as metaloproteinases 2 e 9 é feita através de um equilibrio complexo entre
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moléculas pré e anti-inflamatorias, mas estruturalmente falando a regido promotora e
os sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo séo diferentes (Figura 9) (Cabral-
Pacheco et al., 2020; Gao et al., 2019; Kurzepa et al., 2014; Rempe; Hartz; Bauer,
2016)

TSS [+1]
MMP-2 —
5 3
-1650 PS8 — AP-2 ' '
TSS [+1]
MMP-9 —
5 3

736 — NF-kB - AP-1 —/8P«1— GATA-1 — AP-1

Figura 9: Regido promotora de MMP-2 e MMP-9 com os sitios de ligagdo de seus fatores de
transcricdo. As caixas representam os sitios especificos de cada fator de transcrigdo. TSS: sitio de
inicio de transcricdo; AP-1 e AP-2 (proteinas ativadoras 1 e 2); GATA-1;fator de transcri¢cdes
eritroide, fator de transcricao de globina 1; SP-1 (proteina de especificidade 1); NF-kB; CREB (cyclic
AMP response-element binding protein); p53 (proteina tumoral) p53 (Rempe; Hartz; Bauer, 2016).

A expressdo de MMP9 é encontrada principalmente em leucécitos, células da
micrdglia, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos,
podendo ser expressa também em células neoplasicas. JA a MMP2 é mais expressa
em células da microglia, adipocitos, células endoteliais e musculares (Kurzepa et al.,
2014).

2.4.2 As metaloproteinases de matriz 2 e 9: polimorfismos e complicagdes

neuroldgicas

O polimorfismo rs243865 € localizado na regido promotora do gene MMP2 e
consiste na mutagcdo C>T na posi¢cao -1306. Essa alteracdo leva a um bloqueio da
ligacdo com proteina estimulante 1 (Spl), que é um fator de transcricao, dessa forma,
a presenca do alelo T foi associado com menores niveis de expressdao da MMP2
(Dofara; Chang; Diorio, 2020). Esse polimorfismo ja foi associado com o
desenvolvimento de AVC do tipo aterosclerético, aneurisma cerebral, cancer de mama
e desenvolvimento de esclerose lateral amiotrofica (ELA) (Alg et al.,, 2018; Beladi
Moghadam et al., 2021; Kurzepa et al., 2014; Sanchez-Torres et al., 2020).
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J& o polimorfismo rs17576 esta localizado no éxon 6 do gene MMP9 e consiste
na mutacdo A>G (R279Q), que leva a substituicdo de uma glutamina por uma arginina.
Essa mudanca altera diretamente a conformacdo do dominio catalitico da MMP9, o
gue afeta na ligacdo dos substratos e por consequéncia suas atividades enzimaticas
(Feng et al., 2021; Mahmood et al., 2018). E esse polimorfismo sendo relacionado na
literatura com diversas doencas como cancer de mama, sindrome do ovario
policistico, diabetes tipo 2, como também complicacbes cerebrovasculares e
neurolégicas como AVC, aneurisma e estenose cerebral (Du et al., 2022; Elgebaly;
Arreguin; Storke, 2019; Fan et al., 2022; Hao et al., 2015; Nie; Wang; Tang, 2014).

Durante o processo do AVC, a MMP9 é mais expressa e a MMP2 tem a sua
expressao relativamente diminuida, da mesma forma que em fases tardias, apos o
AVC, ambas as gelatinases aparentam estar envolvidas com o processo de
recuperacado tecidual ap6s a obstrucdo e interferéncia sofrida pela barreira
hematoencefélica durante o AVC (Montaner et al., 2019; Polonikov et al., 2019).

Diante disso, devido ao evidente papel das metaloproteinases de matriz2 e 9
nos processos de injurias cerebrais e dos relatos da associacdo de seus respectivos
polimorfismos com diferentes tipos de AVC. Nao apenas isso, elas também estédo
intimamente relacionadas com processos inflamatérios, mecanismo importante para
a fisiopatologia da AF, nos levantamos a hipétese de que esses polimorfismos de
impacto funcional (rs243868 e rs17576) estarem associados em determinado grau

com o desenvolvimento de complicagfes cerebrovasculares da AF.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Investigar a associacao dos polimorfismos rs243865 do gene MMP2 e rs17576

MMP9 , com complicacBes cerebrovasculares de pacientes pediatricos com anemia

falciforme acompanhados pelo ambulatério do Programa de Triagem Neonatal da
Fundacdo HEMOPE.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas e de ambos os polimorfismos
(rs243865, rs17576) dentro da coorte de pacientes pediatricos com anemia
falciforme acompanhados pelo ambulatério do Programa de Triagem Neonatal
da Fundacdo HEMOPE ;

Verificar a existéncia da associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas de ambos os polimorfismos (rs243865, rs17576) com as
complicagBes cerebrovasculares dos pacientes pediatricos com anemia
falciforme acompanhados pelo ambulatério do Programa de Triagem Neonatal
da Fundacdo HEMOPE ;

Verificar a existéncia da associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas de ambos os polimorfismos (rs243865, rs17576) com as variaveis
laboratoriais de maior importancia dentro do contexto da anemia falciforme
dos pacientes acompanhados pelo ambulatério do Programa de Triagem
Neonatal da Fundacdo HEMOPE
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4. Materiais e Métodos

4.1 Desenho do estudo

Este trabalho trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectivo com
comparacao interna de grupos. O projeto estda sendo desenvolvido no Laboratorio
Central do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN-
UFPE) onde foram realizados os testes moleculares, tendo a Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) como instituicao
coparticipante, onde estdo sendo coletadas as amostras e realizadas as andlises dos

prontuarios dos pacientes participantes.
4.2 Definicdo dos grupos

A amostra incluida no estudo € constituida por individuos com anemia
falciforme entre 02 e 20 anos de idade (até a data da censura do estudo 01/01/2022),
nao aparentados, de ambos 0s sexos, acompanhados pelo ambulatério do Programa
de Triagem Neonatal da Fundacdo HEMOPE. A faixa etaria e classificacdo dos
pacientes enquanto pediatricos foi realizada a partir dos critérios de definicéo
estabelecidos pela OMS que inclui no grupo pediatrico pacientes de 02 a 19 anos e
11 meses, aproximadamente. Sendo assim 0s pacientes nessa faixa etaria na
fundacdo HEMOPE sdo acompanhados por uma pediatra até por volta dos seus
respectivos 20 anos de idade;

Dessa forma, apds analise dos prontuarios de 400 pacientes pediatricos com
AF, 36 foram excluidos do estudo por apresentarem acompanhamento ambulatorial
irregular e/ou perda de seguimento, de modo que 364 individuos foram selecionados.
Durante a andlise dos prontuéarios, os pacientes foram estratificados de acordo com
seu curso clinico, bem como coletados os seus dados laboratoriais, sendo realizada
a divisao dos grupos conformes os critérios que se seguem :

l. O acidente vascular cerebral (AVC) foi definido como uma perda local do
fluxo sanguineo cerebral devido a estenose ou oclusdo das artérias cerebrais,
confirmado posteriormente por exames de imagem. Constituindo um grupo de 24

individuos;

Il. Grupo Doppler Transcraniano: composto por individuos que
apresentaram registro de realizacdo de Doppler Transcraniano (DTC) (n=349). De

acordo com a velocidade méaxima obtida no DTC, os pacientes foram estratificados
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como se segue: DTC normal (velocidade de fluxo < 170 cm / s), DTC condicional
(velocidade de fluxo entre 170-199 cm / s), e DTC alto risco (velocidade de fluxo = 200
cm / s). Paras as analises neste grupo, pacientes com DTC inadequado (isto é,
velocidade de fluxo ndo detectada pelo exame devido a limitacdo técnica), e
inconclusivo (isto é, resultados de DTC que nao puderam ser interpretados), foram
excluidos (Adams et al. 1998).

Il. Grupo doenca cerebrovascular (DCV): composto por individuos que
apresentam registro de ressonancia magnética e/ou tomografia computadorizada
mostrando lesdo neuroldgica consequente de acidente vascular cerebral (AVC) e por
individuos dentro da faixa de alto risco determinada pela velocidade do DTC (=200
cm/s). (n=51)

Ill. Grupo outras complicac8es cerebrovasculares: composto por individuos que
foram acometidos por complicagbes cerebrovasculares que ndo o AVC por se
manifestarem em uma frequéncia menor dentro da coorte, sendo elas: ataque

isquémico transitério (AIT), infarto silencioso (IS) e sindrome Moya-Moya; (n=22)

Quanto aos dados laboratoriais, foram coletadas as informagdes de maior
relevancia dentro do contexto da anemia falciforme tais como: RBC (Numero de
células Vermelhas, do inglés Red Blood Cells), Hemoglobina (Hb), Hematdcrito (Ht);
Volume corpuscular médio (VCM); Hemoglobina corpuscular média (HCM); WBC
(Numero de células brancas, do inglés White Blood Cells), Contagem de plaquetas
(PLT), HbF, Contagem de reticulécitos (RET), Lactato desidrogenase (HDL),
Bilirrubina total (BT), Bilurrubina indireta (Bl), Bilirrubina direta (BD).

4.3 Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CEP/CCS/UFPE), assim
como pelo comité de ética do HEMOPE (Numero do parecer: 4.856.530) (Anexo I).
Os participantes e os responsaveis daqueles menores de 18 anos foram orientados
sobre a proposta da pesquisa e quando em concordancia, assinaram o Termo de

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

1.
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4.4 Coleta de material e dados clinicos

De todos os individuos que se dispuseram a participar da pesquisa, apos
assinatura do TCLE, foram realizadas coletas de amostras de sangue periférico para
realizacdo das analises moleculares. Foram coletados 5 mL de sangue periférico em
tubos contendo o anticoagulante &cido etilenodiamino tetracético (EDTA) para
realizacdo dos experimentos. Para os pacientes incluidos no estudo de expressao
génica mais um tubo de 5ml em EDTA foi coletado. 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.

Os dados clinicos (ocorréncia das manifestacdes clinicas) e laboratoriais
(hematoldgicos, bioquimicos e quantificagcdo das hemoglobinas) foram obtidos pela
analise dos prontuarios médicos dos pacientes que comparecem regularmente ao

ambulatério de Hematologia da Fundagdo HEMOPE.
4.5. Analise molecular
4.5.1 Extracdo de DNA genbémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos pela técnica
de fenol-cloroférmio modificada, estabelecida por Davis et. al., (1986). O DNA obtido
foi entdo solubilizado em agua deionizada e estéril e quantificado utilizando o
equipamento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a analise

gualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.
4.5.2 Genotipagem dos polimorfismos dos genes MMP2 e MMP9

Foram selecionados para este estudo dois SNPs localizados no gene MMP2 e
MMP9 que apresentavam impacto funcional estabelecido na literatura: MMP2
rs243865 (-1306 C>T) e do MMP9 rs17576 (A>G). Além disso, outro critério de
selecdo foi que os SNPs apresentasem MAF (do inglés, minor allele frequency) igual

ou superior a 10% na populagao africana (YRI) e caucasiana (CEU).

A metodologia empregada para a realizacdo das genotipagens foi PCR em
tempo real por discriminacao alélica utilizando o sistema de sondas TagMan®, que
consiste em sondas marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para
serem complementares a cadeia de oligonucleotideos de interesse. As sondas

utilizadas no estudo foram VIC (yellow) e FAM (green) e os primers utilizados para
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pesquisa dos polimorfismos estdo disponiveis para 0 uso em pesquisa de carater
cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com — ID: C__ 3225943 10 e
C_ 11655953 10). Para realizacdo desta técnica foi utilizado o aparelho
QuantStudio™ 5, (Applied Biosystems) disponibilizado para uso no Ndcleo de
Plataformas Tecnolégicas (FIOCRUZ/UFPE).

As reacgbes foram preparadas em um volume final de 10 pL, utilizando 5 pL de
Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,25 uL de sonda
Tagman na concentragao de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75 uL de
H20 ultrapura e 1 yL de DNA na concentragdo de 50 ng/pL. A ciclagem para os
ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Apos a reacdo de PCR, foi definido o treshold para analise,
plotando-se os sinais de fluorescéncia para cada amostra e assim discriminando os
alelos presentes, conforme recomendagdes do fabricante (Life Technologies,
Califérnia, USA).

Quadro 1. Protocolo padrdo de condi¢cdo de reagdo da TagMan® para amplificagdo por qPCR.

QUANTIDADE DE CICLOS
40 ciclos
HOLD DESNATURAGAO HIBRIDIZAGAO/EXTENSAO
Tempo Temperatura Tempo Temperatura Tempo Temperatura
10 min 95° 15 seg 95°C 1 min 60°

4.6 Anédlise estatistica

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado usando o teste
de Chi-quadrado. Para comparacdes entre varidveis categoéricas, o teste Chi-
guadrado ou teste exato de Fisher’s (quando aplicavel) foi utilizado, enquanto que os
testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para
comparacdes entre as variaveis continuas. O risco para o desenvolvimento das
manifestacdes foi avaliado a partir da analise das datas de desenvolvimento das
complicacBes, em relacdo a data de nascimento. Todos os valores de P foram
ajustados para os dois lados com nivel de significancia a 0,05. As analises foram
realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation) e GraphPad

Prism (version 6.0) (GraphPad Software, San Diego, CA,
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao da coorte

Foram incluidos no estudo 364 individuos com acompanhamento regular no
HEMOPE, sendo 178 do sexo feminino e 186 do sexo masculino. A mediana de idade
destes individuos foi de 14 anos (variagdo: 02 — 20 anos). Os dados da caracterizagcéo

laboratorial da populacao geral constam na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacéo laboratorial dos pacientes incluidos no estudo

Variavel laboratorial Mediana Intervalo

HbF (%) 9,2 0,8-23/4
Contagem de heméacias (x1012 3,13 1,6-3,8
células/ul)

7,6 48-11,6
Hemoglobina (g/dL)

22,6 14,7 - 33,2
Hematdcrito (%)

86,9 69,0 — 103,4
Volume corpuscular médio (fL)
Hemoglobina corpuscular média 29,3 17,3 -35,7
(g/dL)
Contagem de leucdcitos (10x8/L) 14,5 2,8-48,9
Contagem de plaquetas (10x9/L) 454,0 114,0 -1.010,0
Contagem de reticuldcitos (%) 10,0 0,4 -29,2
Lactato desidrogenase (U/L) 826,5 124,0 — 2401,0
Bilirrubina total (mg/dL) 1,9 0,38 -39
Bilurrubina indireta (mg/dL) 15 0,24-11
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,4 0,06-25

Dos 364 pacientes, 24 (6,6%) apresentavam episodio de AVC, 35 (9,6%) se
classificavam dentro do grupo doenca cerebrovascular (DCV) estabelecendo uma
relacdo AVC/DCV de 24/35 (68,6%). As taxas de ocorréncia de AVC de acordo com
os grupos do DTC foram de: 7/240 (2,9%) para os individuos com DTC normal, 4/75
(5,33%) para os individuos com DTC condicionante e no grupo de alto risco 13/34
(38,23%). Dezenove pacientes foram excluidos da andlise estatistica do DTC por
apresentarem resultados inconclusivos, inadequados ou por nunca terem realizado o
exame até a data de coleta de dados dos seus respectivos prontuarios, 22 (6,2%)

pacientes desenvolveram outras complicacdes cerebrovasculares sendo 5 deles
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acometidos por infarto silencioso, 3 por ataques isquémico transitério e 9 pela

sindrome Moya -Moya. (Tabela 2)

Tabela 2: Caracterizacéo clinica dos pacientes incluidos no estudo

N(%)

Caracteristicas clinicas dos individuos incluidos no estudo
(n total = 364)

Sexo
Feminino 178
Masculino 186
Idade
Intervalo (anos) 02-20
Mediana (anos) 14
Acidente Vascular Encefalico 24 (6,6%)
Intervalo de idade (anos) 02-12
Mediana de idade (anos) 06
Doppler Transcraniano 349
Normal 240 (68,8%)
Condicionante 75 (21,5%)
Alto risco 34 (9,7%)
Faixa de Risco para desenvolvimento de AVC 34 (9,3%)
Doenga cerebrovascular 35 (9,6%)
Outras complicagbes cerebrovasculares 22 (6,2%)

5.2 Genotipagem dos SNPs do gene MMP2 e MMP9

A genotipagem dos SNPs dos genes MMP2 e MMP9 foram realizadas em 364
individuos. A distribuicdo genotipica dos SNPs apresentou-se dentro do equilibrio de
Hardy-Weinberg (p > 0,05). As frequéncias alélicas e genotipicas dos referidos

polimorfismos podem ser observadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP estudado na populagéo

Gene Frequéncia Frequéncia
SNP Genotipos Genotipica (ne Alelos Alélica (%)
%)
cC 243 (66,8%)
C 80.2%
(o)
MMP2 CT 98 (26,9%)
rs243865 T 19,8%
T 23 (6,3%)
0, o)
MMP9 AA 176 (48,4%) A 69,1%
rs17576 AG 151 (41,5%) G 30,9%
GG 37 (10,2%)

5.3 Associacdo dos SNPs dos genes MMP2 e MMP9 com as complicacdes
cerebrovasculares e variaveis laboratoriais dos pacientes

Para o estudo de associacao, foram aplicados o0 modelo de heranga genética
dominante, recessivo, codominante e sobredominante do polimorfismo, mas o modelo
de heranca codominante foi escolhido para demonstracdo dos dados por ser mais
representativo. Foi analisada a associacao dos polimorfismos de forma independente
com todas as variaveis laboratoriais dos pacientes, quanto ao polimorfismo rs243865
do gene MMP2 nenhuma associagao significativa foi encontrada tendo sido levado em
conta o valor de p significativo (p<0,05) (Tabela 4).J4 com relacdo ao polimorfismo
rs17576 do gene MMP9 pelo modelo codominante (homozigoto selvagem AA versus
heterozigoto AG versus homozigoto variante GG) foi encontrada uma associagdo com
a variavel laboratorial RBC (p=0,032); bilirrubina total (BT) (p= 0,003) e com a
bilirrubina indireta (BI) (p=0,007). Quando aplicado o modelo dominante (homozigoto
selvagem AA, versus heterozigoto AG e homozigoto variante GG), foi encontrado para
a BT p=0,002 e para Bl p=0,006 (Tabela 5).



Tabela 4: Comparacio dos achados clinico-laboratoriais dos pacientes com AF para o polimorfismo

rs243865 do gene MMP2 de acordo com modelo de heranga codominante.
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Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Caracteristicas Total: 364 selvagem CC CT Variante TT val
clinicas e laboratoriais N(%) Total: 243 Total:98 Total: 23 p-valor
N(%) N(%) N(%)
Hb F (%) mediana 9,8 10,2 8,9 9,2 0,787
Intervalo 0,8-234 0,8-22,4 13,1 - 23,4 1,1-17,8
RBC (X10*?/ul) 3,13 2,7 2,64 2,68
mediana 0,590
Intervalo 1,6-38 1,96 — 3,95 2,05- 4,98 1,86 - 3,81
Hb (g/dL) mediana 7,6 7,9 7,6 8,2 0,608
Intervalo 48-11,6 51-10,6 48-11,0 57-9,8
Ht(%) mediana 22,6 24,4 23,2 25,7 0,224
Intervalo 15,7 - 33,2 175-31,1 14,7 - 33,2 18,4 — 30,0
VCM (fL) mediana 86,9 85,3 88,2 87,4 0,836
Intervalo 69 — 103,4 62,6-98,3 53,4-103,4 72,4—100,7
HCM (g/dL) mediana 29,3 28,1 30,0 30,6 0,348
Intervalo 17,3 -33,7 19,8 - 32,9 19,2— 35,7 23,3-34,2
WBC (x10%/L) 14,5 13,7 15,5 13,6 0,929
mediana
Intervalo 2,8-48,9 2,3-48,9 21-25.1 3,3-24,2 0,346
PLT (x10%L) 454 450 461 448
mediana
Intervalo 114 -1010 114 — 981 131 -875 155 - 678 0,942
Reticulocitos (%) 10 9,0 10 11,1
mediana
Intervalo 0,4-29,2 0,4-223 1,5-29,2 54-155 0,118
LDH (U/L) mediana 826,5 797 929 823
Intervalo 120 - 2401 57 - 2219 2401 124 — 1778
BT (mg/dL) 1,9 2,3 2,45 2,2 0,221
mediana 0,38 -8,92 0,38 — 8,92 0,52 — 8,92 0,85 — 6,55
Intervalo 15 1,67 2,03 2,1 0,408
Bl (mg/dL) mediana 0,24 —8,52 0,24 — 7,62 0,35 - 8,52 0,52 -6,13
Intervalo
Sexo
Feminino 148(48,9%) 130 (48%) 85 (48%) 36 (51,4) 0,957
Masculino 186(51,1%) 140 (52%) 92 (52%) 34 (48,6)
AVC
Sim 24 (6,6%) 21(8,6%) 3 (3,06%) 0 (0%) 0,073
N&o 339(93,1%) 222(91,3%) 95(96,9%) 23 (100%)
DTC
Normal 240(68,8%) 119(67,6%) 96 (63,1%) 25 (69,4%) 0,478
Condicionante 75 (21,5%) 38 (21,6%) 28 (18,4%) 9 (25%)
Alto risco 34 (9,7%) 14 (7,9%) 19 (12,5%) 1 (2,8%)
DCV
Sim 35 (9,6%) 27 (11,1%) 6 (6,1%) 2 (8,7%)
N&o 230(63,2%) 148(60,9%) 69 (70,4%) 13 (56,5%) 0,224
Outras
Sim 22 (6,2%) 16 (6,6%) 6 (6,1%) 0(0,0%)
N&o 334(91,7%) 227(93,4%) 42 (42,8%) 23(100%) 0,453

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemécias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, AVC: Acidente Vascular Cerebral;
DVC: Doenca Cerebrovascular; DTC: Doppler Transcraniano, Outras: Ataque isquémico transitério,
Infarto siléncioso e Moya Moya

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).




Tabela 5: Comparacio dos achados clinico-laboratoriais dos pacientes com AF para o polimorfismo

rs17576 do gene MMP9, de acordo com modelo de heranga codominante.
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Caracteristicas clinicas

e laboratoriais

Hb F (%) mediana
Intervalo

RBC (X10'%ul)

mediana
Intervalo

Hb (g/dL) mediana
Intervalo

Ht(%) mediana
Intervalo

VCM (fL) mediana
Intervalo

HCM (g/dL) mediana
Intervalo

WBC (x10°/L)

mediana
Intervalo

PLT (x10%L) mediana
Intervalo

Reticuldcitos (%)

mediana
Intervalo

LDH (U/L) mediana
Intervalo

BT (mg/dL) mediana
Intervalo

Bl (mg/dL) mediana
Intervalo

Sexo
Feminino
Masculino

AVC
Sim
Nao

DTC
Normal
Condicionante
Alto risco

DCV
Sim
Nao

Outras
Sim
Nao

Total: 364
N(%)

9,8
0,8-234
3,13
16-38

7,6
4,8-11,6
22,6
15,7 -33,2
86,9
69 —103,4
29,3
17,3 -33,7

14,5
2,8-48,9
454
114 -1010

10
0,4-29,2
826,5
120 - 2401
1,9
0,38 — 8,92
15
0,24 - 8,52

148(48,9%)
186(51,1%)

24 (6,6%)
339(93,1%)

240(68,8%)
75 (21,5%)
34 (9,7%)

35 (9,6%)
230(63,2%)

22 (6,2%)
334(91,7%)

Homozigoto
selvagem AA
Total: 176
N(%)
10,2
0,8-234
2,7
2,09 - 4,98

9,4
4,8-11,6
23,1
14,7 -33,2
87,2
53,4-103,4
29,05
17,3-35,7

14,2
2,8-48,9
435
114 -1100

10,4
0,8-223
830
120 - 2401
2,3
0,98 - 8,7
1,67
0,24 -84

130 (48%)
140 (52%)

12(6,8%)
164(93,2%)

162(66,7%)
53 (21,8%)
20 (8,2%)

20 (11,6%)
119 (67,6%)

9 (5,1%)
167(94,9%)

Heterozigoto
AG
Total:152
N(%)
9,7
1,6-21,7
2,59
2,05—- 4,32

7,5
52-10,0
23,2
18,1 -29,5
87,4
61,1-100,7
29,3
19,2- 32,8

14,1
2,1-30,8
461
155 -717

10,7
1,5-26,4
825
58 - 1778
2,6
0,5-8,92
1,64
0,38 — 8,52

85 (48%)
92 (52%)

11 (7,2%)
141 (92,7%)

61 (62,3%)
18 (18,4%)
13 (13,3%)

15 (9,9%)
91 (59,9%)

11 (7,23%)
141 (92,3%)

Homozigoto
Variante GG
Total: 36
N(%)
10,6
3,3-16,9
2,37
1,60-2,7

7,6
52-91
21,7
15,7 - 26,3
85,8
79 - 96
28,8
24,7-31,4

14,6
2,1-2560
354
136 - 739

10
5-154
780
124 — 1605
2,7
0,51-8,10
1,48
0,31-7,62

36 (51,4)
34 (48,6)

1 (2,8%)
35 (97,2%)

17 (73,9%)
4 (17,4%)
1 (4,3%)

0 (0%)
36 (100%)

2 (5,5%)
34 (94,4%)

p-valor

0,578

0,032*

0,118
0,419
0,711

0,240

0,538

0,813

0,742
0,752
0,003*

0,007*

0,177

0,593

0,258

0,105

0,692

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemécias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, AVC: Acidente Vascular Cerebral;
DVC: Doenca Cerebrovascular; DTC: Doppler Transcraniano, Outras: Ataque isquémico transitério,
Infarto siléncioso e Moya Moya
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).
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Quanto as variaveis clinicas, dentro das analises referentes ao polimorfismo
rs243865 do gene MMP2 no modelo codominante de heranca foi possivel notar que a
ocorréncia de AVC dentro do grupo de homozigotos selvagem CC foi predominante
em relag&o aos grupos de heterozigotos CT e de homozigotos mutados TT, tendo uma
prevaléncia de 21/24 (87,5%) individuos acometidos frente a 3/24 (12,5%) (CT) e
0/24 (0%) (TT). Em relacdo ao acometimento por DCV e Outras complicacdes (Ataque
isquémico transitorio, infarto silencioso e Moya — Moya) notou-se 0 mesmo padrao,

onde, individuos CC e CT foram mais acometidos que os individuos TT.

Em relacdo ao polimorfismo rs17576 do gene MMP9 foi notado um padréao
semelhante, onde a ocorréncia de AVC dentro do grupo homozigotos selvagens AA e
heterozigotos AG apresentaram maior predominancia em relacdo ao grupo de
homozigotos mutados GG, tendo uma prevaléncia de 12/24 (50%) (AA) e 11/24
(45,8%) (AG) frente a 1/24 (4,2%) (GG). Assim como no polimorfismo rs243865,
também foi observada uma predominancia do acometimento pela DCV e outras
complicagBes pelos individuos AA e AG frente aos individuos GG (Tabela 6). Apesar
das observacdes, nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi encontrada
correlacionando ambos os polimorfismos com as complicacdes cerebrovasculares
independente do modelo de heranca aplicado.

Tabela 6: Comparacdo da prevaléncia das complicacdes cerebrovasculares em rela¢do aos polimorfismos e
seus respectivos genotipos.

Prevaléncia AVC Prevaléncia DCV Prevaléncia Outras
(n=24) (n=35) complicagdes
(n=22)
21/24 (87,5%) 27135 (77,1%) 16/22 (72,7%)
CcC
rs243865 CT 3/24(12,5%) 6/35 (17,1%) 6/22 (27,3%)
TT 0/24 (0%) 2/35 (5,7%) 0/22 (0%)
12/24 (50%) 20/35 (57,1%) 9/22 (40,9%)
AA
rs17576 AG 11/24 (45,8%) 15/35 (42,8%) 11/22 (50%)
GG 1/24 (2,8%) 0/35 (0%) 2/22 (9,09%)

AVC: Acidente Vascular Cerebral; DVC: Doencga Cerebrovascular; Outras: Ataque isquémico transitorio,
Infarto silencioso e Moya Moya.
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6. Discussao

As metaloproteinases de matriz (MMP’s), sdo expressas em diversos 0rgaos e
tecidos e apresentam participacdo em processos como proliferacéo e diferenciagcéo
celular, angiogénese, processos de cicatrizacdo e apoptose, dessa forma elas
também se relacionam com diversos processos patolégicos como crescimento
tumoral, metastase, arteriosclerose e infarto agudo do miocérdio. As
metaloproteinases de matriz 2 e 9 (gelatinases), vem sendo associadas a diversas
patologias de cunho cerebrovasculares e neuroinflamatoérios (Das; Amin; Jha, 2021,
Sanchez-Torres et al., 2020; Yan et al., 2021).

Complicacdes cerebrovasculares, como o AVC do tipo isquémico, possuem
uma fisiopatologia de carater multifatorial, onde diversos fatores podem contribuir para
0 seu desenvolvimento, incluindo modulacdes genéticas. Estudos apontam que as
gelatinases, principalmente devido a inflamacé&o gerada pela isquemia local, estéo
envolvidas no processo do AVC através de acdes como remodelacao tecidual e
vascular. Além disso polimorfismos em ambos 0s genes das gelatinases (MMP2 e
MMP9) também estao envolvidos com o risco de desenvolvimento dessa complicacédo
(Chang; Stanfill; Pourmotabbed, 2016; Dofara; Chang; Diorio, 2020; Kurzepa et al.,
2014; Nie; Wang; Tang, 2014).

Em pacientes com AF, complica¢gBes de carater neuroldgico estéo relacionadas
com um alto nivel de mortalidade, o AVC em especial € a complicacdo neuroldgica
mais comum entre esses pacientes, principalmente os pediatricos. De forma geral, 0
aumento da adesividade eritrocitéria, ativacdo endotelial e aumento da producédo de
mediadores da inflamagé&o e diminuicdo da biodisponibilidade do NO colaboram para
0 seu desenvolvimento (Aggeli et al., 2021; Ghafuri et al., 2022; Kwiatkowski et al.,
2019).

Os nossos resultados demonstraram que, dentro da nossa coorte, apesar da
predominéancia de pacientes acometidos pelo AVC com o genotipo AA e AG frente aos
pacientes com genotipo GG, o polimorfismo rs17576 do gene MMP9 ndo apresentou
associagdo estatistica com o desenvolvimento de nenhuma complicacédo
cerebrovascular entre os pacientes pediatricos com AF independente do modelo
aplicado (p<0,05). Quando o contexto € associacdo do polimorfismo rs17576 com

complicacBes cerebrovasculares, na literatura € possivel encontrar uma gama de
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resultados promissores como por exemplo os resultados encontrados por Wang et al.
gue demostrou que o polimorfismo rs17576 estava envolvido com maiores riscos de
hemorragia subaracnéidea, principalmente em pacientes que possuiam o habito do
tabagismo (Wang, 2018); ja Sheikhvatan et al nos trouxe em 2018, com seu estudo
em uma coorte de 1000 pacientes de populacéo iraniana, que havia uma associagao
do polimorfismo rs17576 com aterosclerose coronariana, posteriormente Feng et al
gue também revelou em 2021 com seu estudo que englobou 400 pacientes, que esse
mesmo polimorfismo estava relacionado com o aumento do risco para estenose
intracraniana, (Feng et al., 2021). Adicionalmente, Fan et al. realizaram um estudo
em que reafirmou a correlagdo do polimorfismo com o AVC do tipo isquémico
aterosclerotico (Fan et al., 2022). Frente a isso, € notorio algumas variaveis que nao
séo aplicaveis dentro da nossa coorte estudada em questdo, como por exemplo, 0
acometimento de complicacdes que séo mais frequentes na populacéo adulta do que
a pediatrica por envolver variaveis que sao inerentes a idade como habitos
alimentares que podem levar a um quadro de dislipidemia, predispondo o paciente a
aterosclerose, bem como o tabagismo. De forma geral, Feng. et al nos traz que o
mecanismo e envolvimento das metaloproteinases no processo de AVC
aterosclerotico é explicado pela degradacdo do coldgeno do tipo IV, importante
componente da MEC, o que facilitaria o rompimento de pequenos fragmentos da placa
aterosclerotica, levando a oclusdes na microcirculagdo. Falando-se mais
especialmente do rs17576, também € hipotetizado que ha uma influéncia na
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) (Fan et al., 2022; Feng et al.,
2021). Outra variavel que pode ser analisada é a divergéncia entre as etnias das
populacdes estudas, onde, a maioria dos estudos publicados € de origem europeia ou
asiatica.

Em contrapartida a isso Polonikov et al nos trouxeram em 2019 que o
polimorfismo rs17576 ndo aumentou o risco para desenvolvimento de infarto cerebral
guando estudado de forma isolada mas apresentou correlagdo quando estudado de
forma conjunta através de haplotipos (Polonikov et al., 2019). Recentemente em 2023,
Palmeira et. al realizaram um estudo envolvendo o polimorfismo rs17576 da MMP9,
juntamente a outros polimorfismos das metaloproteinases 1,2 e 7, TIMP’s 1 e 2 para
investigar a influéncia dos polimorfismos e dos niveis de expressdo dos respectivos

genes com as complicacfes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com AF no
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estado de Pernambuco. Assim como no nosso estudo, Palmeira et al. trouxeram que
0 polimorfismo rs17576 por si s6 ndo mostrou nenhuma associacdo com o
desenvolvimento das complicacdes cerebrovasculares mas quando aplicado em
conjunto com a expressao génica, demonstrou-se que 0s gendtipos AG e AG+GG
apresentaram maiores niveis de expressao que o gendtipo AA mesmo o polimorfismo
nao sendo de regido promotora (Do Kleyton Palmeira et al., 2023). Os estudos de
Palmeira et. al, Polonikov et al juntamente com 0s nossos achados nos atentam e
providenciam indicios de resposta sobre a participacdo das metaloproteinases frente
as complicacdes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com AF.

Em relagdo ao polimorfismo rs243865 do gene MMP2 nossos resultados
mostraram também que apesar da prevaléncia de pacientes acometidos pelo AVC
com o gendtipo CC em relacéo ao CT e CT, ndo houveram associacdes estatisticas
com nenhuma complicacdo cerebrovascular dentro da nossa coorte de pacientes
pediatricos com AF. Estudos ja apontaram que esse polimorfismo leva a bloqueio da
ligacdo com a proteina estimulante 1 (Spl), que é um fator de transcrigcdo, sendo
assim a presenca do alelo T € associada a menores niveis de expressao da MMP2
(Chang; Stanfill; Pourmotabbed, 2016; Dofara; Chang; Diorio, 2020). Alg et al. em
2018 apontaram que a presenca do polimorfismo rs243865 pode afetar a integridade
vascular liderada justamente pelos menores niveis de MMP2 expressos, acarretando
em um cenario crénico de estresse homeostatico, ja que a MMP2 atua, dentre outras
funcdes, na integridade da BHE o que colaboraria com o desenvolvimento de
complicacbes cerebrovasculares. Os estudos que investigam a correlacdo do
polimorfismo rs243865 com essas complicacdes sdo também divergentes, Nie et al.,
Hao et al. e Kim et al. em seus respectivos estudos ndo encontraram nenhuma
correlagcdo com o risco de infarto cerebral, ja Alg et al. esclareceu o envolvimento do
polimorfismo com aneurisma e infarto aterosclerotico (Alg et al., 2018; Hao et al., 2015;
Kim et al., 2020; Nie; Wang; Tang, 2014). Mais uma vez, vale salientar que nenhum

desses estudos foi realizado dentro de uma coorte de pacientes com AF.

No estudo, ja citado, realizado por Palmeira et al., outro polimorfismo da MMP2,
gue ndo o por nos estudado, foi incluido na pesquisa bem como os niveis de
expressao da MMP2, porém nenhuma associacdao foi encontrada. Diferentemente dos
outros estudos apontados envolvendo esse gene e o polimorfismo rs243865 foi

conduzido dentro da coorte de pacientes pediatricos com AF, como ja esclarecido
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anteriormente. E importante ressaltar que os estudos envolvendo pacientes com AF e
as metaloproteinases ainda sdo recentes e sabe-se que o contexto da doenca
promove um cenario fisiopatoldgico extremamente inflamatorio e diversificado entre
0s pacientes, sendo assim a continuidade dos estudos para melhor entendimento dos

diversos desfechos clinicos envolvidos seguem sendo de suma importancia.

Ao partirmos para as analises de associa¢cdo com as variaveis laboratoriais, o
polimorfismo rs243865 do gene MMP2 ndo se mostrou associado com nenhuma das
variaveis em discussao. Ja em relacdo ao polimorfismo rs17576 do gene MMP9 foi
encontrada uma associacdo com o numero de células vermelhas (RBC) com um
p=0,032, com a BT com um p=0,003 e Bl com p=0,007, na literatura do papel de
ambas as gelatinases é muito bem estabelecida como sendo principalmente
modeladoras da matriz extracelular (MEC). De forma geral, as gelatinases podem
estar envolvidas no processo de reparacao tecidual apds dano hepatico, bem como
em processos de fibrose e carcinoma hepético (Chen et al., 2022; Du et al., 2022;
Grosse-Segerath; Lammert, 2021; Jiang et al., 2021). As variaveis laboratoriais
incluidas no estudo séo incluidas baseadas no contexto da doenca que caracteriza-
se por seu carater hemolitico e inflamatoério. A bilirrubina indireta é um importante
marcador de hemdlise e apesar de na literatura até o dado momento nenhuma
evidéncia da participacdo das gelatinases em processos hemoliticos ter sido relatada,
hipotetizamos que esse achado possa apontar para uma direcdo em que O
polimorfismo rs17576 talvez possa estar relacionado, ao invés da participacdo no
desenvolvimento das complicacdes cerebrovasculares, a um perfil mais hemolitico da
doenca podendo atuar de forma protetiva ou como fator de risco. Ainda ha ,também,
a possibilidade de os resultados apontarem para uma associagdo estatistica mas nao
necessariamente biolégica. Sendo assim, nossos achados abrem possiveis caminhos
para novos estudos que envolvam as respectivas variaveis com novos
direcionamentos para melhor compreenséo da participacao tanto da MMP2 como da
MMP9 na AF.

Apesar de ndo ter sido encontrada a associagdo que esperavamos entre 0s
polimorfismos e as complicagbes cerebrovasculares na nossa coorte proposta,
reiteramos a importancia da existéncia de trabalhos que avaliem o impacto de
moduladores genéticos no curso clinico de pacientes com AF, incluindo também a

associacdo da velocidade do DTC, ja que a producao de trabalhos nesse contexto
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ainda pode ser considerada relativamente escassa. Somado a isso, n0ssos resultados
ainda apontaram que dos 24 pacientes que desenvolveram AVC, 7 possuiam o DTC
normal, reforcando a ideia trazida por Adam et. al. em seus estudos de 2004, 1997 e
1998, onde concluiu-se que pacientes com DTC normal poderiam sim vir a
desenvolver a complicagédo, achado esse reafirmado por Hirtz e Kirkham em 2019
(Adams et Al., 2004, 1997, 1998; Hirtz; Kirkham, 2019). O que seria uma problematica
pois seguindo o protocolo estabelecido pela Sociedade Brasileira de Hematologia,
pacientes com DTC normal ndo sdo submetidos a terapia de prevencédo de AVC e
apenas seguem realizando o DTC anualmente (Debaun et al., 2020). Sendo assim, a
investigacdo de modulares genéticos das complicacdes cerebrovasculares na AF
continuam sendo de suma importancia pois, além de melhor elucidar o processo
fisiopatolégico da doenca, eles podem atuar, junto ao DTC, como ferramenta de
melhor condugéo clinica dos pacientes.
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7. Conclusdes

o O polimorfismo rs243865 do gene MMP2 e o polimorfismo rs17576 do gene
MMP9 n&o se mostraram associado com o desenvolvimento de nenhuma complicacéo
cerebrovascular em individuos pediatricos com AF acompanhados pelo Programa de
Triagem Neonatal do HEMOPE.

o O polimorfismo rs243865 do gene MMP2 ndo se mostrou associado com as
variaveis laboratoriais incluidas no estudo dentro da coorte em questéo.

o O polimorfismo rs17576 do gene MMP9 mostrou-se associado com trés
variaveis laboratoriais em individuos pediatricos com AF acompanhados pelo
Programa de Triagem Neonatal do HEMOPE, o que pode apontar para um possivel
envolvimento com o perfil hemolitico da doenca, podendo ser um futuro objeto de

estudo.
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Anexo Il — Termos de Consentimento livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE 12 A 17
ANOS (Resolucéo 466/12)

Convidamos vocé (ap6s o consentimento do (a) seu/sua pai/mae ou responsavel
legal) para participar, como voluntario (a), da pesquisa “Andlise da associacédo de
polimorfismos nos genes MMP2 e MMP9 e dos seus niveis de expressao génica com
complicagbes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia falciforme”,
gue esta sob a responsabilidade do pesquisador Danizia Menezes de Lima Silva ((81)
99660-8723 — danizia.menezesls@gmail.com e sob a orientagdo do professor Dr.
Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-8105 - machezerra@bol.com.br).
Também participam desta pesquisa: Dr. Aderson da Silva Aragjo ((81) 99976-5136 -
aderson@hotlink.com.br), Dr. Anténio Roberto Lucena de Araujo ((81) 99800-9382 -
araujoarl@hotmail.com) Apds ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no
caso de aceitar a fazer parte do estudo, rubriqgue as folhas e assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma
alguma. Vocé tem o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer
penalidade. Nés verificamos que a anemia falciforme € uma doenca de grande
incidéncia que altera os globulos vermelhos e que provoca dores, 0 que pode estar
interferindo em suas atividades do dia a dia. Nao estao previstos beneficios diretos
para o paciente, entretanto, como beneficio indireto, a identificacdo de alteracdes
genéticas na anemia falciforme permitirA a deteccdo precoce de eventos
cerebrovasculares, levando a melhoria do servico prestado e ao aumento da
gualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, gostariamos que vocé doasse 5 ml de
sangue, obtidos usando agulhas e seringas descartaveis. O risco por nés avaliado
para o paciente € que em funcao da coleta de sangue, pode haver a formacao de um
pequeno hematoma local, além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada
de agulha. As informacdes desta pesquisa serdao confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicagBes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados
laboratoriais) ficardo armazenados em computador pessoal sob a responsabilidade
do pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo periodo minimo de
5 anos. Nem o (a) Sr. (a), nem seu/sua pai/mae ou responsavel legal, pagara nada
para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serao assumidas pelos pesquisadores. Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial. Em caso de duvidas relacionadas
aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)
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ASSENTIMENTO DO (A) MENOR PARA A PARTICIPACAO COMO VOLUNTARIO (A)

Pesquisa de Polimorfismos no Gene TEK em Pacientes com Anemia Falciforme e
Acidente Vascular Cerebral.

Eu, , abaixo assinado, apds 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 no estudo “Andlise da associacdo de polimorfismos nos genes MMP2 e
MMP9 e dos seus niveis de expressdo génica com complicacdes cerebrovasculares
em pacientes pediatricos com anemia falciforme”, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes da minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade para
mim ou para meu/minha pai/mae ou responsavel legal.

Local e data

Assinatura do (a) menor

Impressao digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do voluntario em patrticipar:

NOME ASSINATURA

NOME ASSINATURA
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO RESPONSAVEIS PELOS
MENORES DE 18 ANOS (Resolucéo 466/12)

Convidamos o (a) seu/sua filho (a) ou menor de idade que estd sob sua
responsabilidade para participar, como voluntario (a), da pesquisa “Andlise da
associacdo de polimorfismos nos genes MMP2 e MMP9 e dos seus niveis de
expressao génica com complicagdes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com
anemia falciforme. ”, que esta sob a responsabilidade do pesquisador pesquisador
Danizia Menezes de Lima Silva ((81) 99660-8723 — danizia.menezesls@gmail.com),
e sob a orientacdo do professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-
8105 - macbezerra@bol.com.br). Também participam desta pesquisa: Dr. Aderson da
Silva Araujo ((81) 99976-5136 - aderson@hotlink.com.br), Dr. Anténio Roberto Lucena
de Araujo ((81) 99800-9382 - araujoarl@hotmail.com)

Apoés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar que
seu/sua filho (a) faca parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, nem o (a) Sr. (a) ou o (a) seu/sua filho (a) serédo
penalizados (as) de forma alguma. O (A) Sr. (a) tem o direito de retirar o consentimento
da participacao dele (a) a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

Noés verificamos que a anemia falciforme é uma doenca de grande incidéncia que
altera os glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode estar interferindo em
suas atividades do dia a dia. Nao estdo previstos beneficios diretos para o paciente,
entretanto, como beneficio indireto, a identificacéo de alteragdes genéticas na anemia
falciforme permitira a deteccdo precoce de eventos cerebrovasculares, levando a
melhoria do servigo prestado e ao aumento da qualidade de vida dos pacientes. Dessa
forma, gostariamos que seu/sua filho (a) doasse 5 ml de sangue, obtidos usando
agulhas e seringas descartaveis. O risco por nds avaliado para o paciente é que em
funcdo da coleta de sangue, pode haver a formacao de um pequeno hematoma local,
além da ocorréncia de uma dor leve resultante da picada de agulha.

As informacdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntérios, a ndo
ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas e dados laboratoriais)
ficardo armazenados em computador pessoal sob a responsabilidade do pesquisador
responsavel, no enderec¢o acima informado, pelo periodo minimo de 5 anos.

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

(Assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPACAO DA CRIANCA (OU
DO MENOR DE IDADE)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, responséavel pelo (a) menor , apos 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, autorizo a sua
participacdo no estudo Andlise da associacdo de polimorfismos nos genes MMP2 e
MMP9 e dos seus niveis de expressdo génica com complicaces cerebrovasculares
em pacientes pediatricos com anemia falciforme 1, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes da participacdo dele (a). Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade para
mim ou para meu/minha filho (a).

Local e data

Assinatura do (a) menor

Impresséo digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do voluntario em participar:

NOME ASSINATURA

NOME ASSINATURA
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10. Curriculo Lattes

Identificacéo

Nome
Danizia Menezes de Lima Silva™®*
Nome em citac6es bibliogréaficas
SILVA, D. M. L.;DE LIMA SILVA, DANIZIA MENEZES

Lattes iD
©http:/Nattes.cnpg.br/9702278037836785
Formacgéo académica/titulacéo
2020

Mestrado em andamento em Genética (Conceito CAPES 4).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Titulo: Analise da associag&o de polimorfismos nos genes MMP2 e MMP9 e dos niveis séricos das
metaloproteinases 2 e 9 com complicacdes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia
falciforme.
Orientador: /Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra.
Coorientador: Prof. Dr, Antonio Roberto Lucena de Araujo.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico, CNPq, Brasil.
2021

Especializacdo em andamento em Pés Graduag&do em Hematologia Clinica e Laboratorial.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2016 - 2019
Graduacao em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Titulo: Analise da associacdo do polimorfismo rs489347 do gene TEK com o desenvolvimento de
doenca cerebrovascular em pacientes pediatricos com anemia falciforme.
Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra.

2013 - 2015
Ensino Médio (2° grau).
Escola de Aplicagcdo da UPE Campus Mata Norte Professor Chaves, EAPC, Brasil.
Formacgéo Complementar
2019

Monitora da turma 4b de Pés graduagdo em Hematologia Clinica e Laboratorial. (Carga horaria:
540h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2020 - 2020
| Curso de Atualizacdo em Genética Médica. (Carga horéaria: 20h).
Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil.

2019 - 2019
IV Curso de Liquidos Bioldgicos. (Carga horéaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019
IV Curso de Citologia Hematolégica Avancada. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019

VIl Curso e Interpretagdo do Hemograma. (Carga horaria: 25h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
2019 - 2019
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monitora do V Curso de Citologia Hematoldgica Avangada. (Carga horéria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2018 - 2018
| Curso de Imunohematologia Laboratorial. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2018 - 2018
[Il Curso de Avaliacao Clinica e Laboratorial da Hemostasia. (Carga horéria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2017 - 2017
Deteccgédo Fenotipica e Genotipica de Biofilmes Bacterianos. (Carga horéaria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2017 - 2017
Bioinformatica. (Carga horéria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2017 - 2017

Cultivo celular em pesquisa. (Carga horaria: 10h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Atuacao Profissional

vinculo institucional
2020 - 2020
Vinculo: Convidado, Enquadramento Funcional: Ministrante, Carga horaria: 16
Outras informagdes
Ministrante do Minicurso de Flebotomia na XXVI Semana de Biomedicina da UFPE. otalizando uma
carga horaria de 16hrs.

Vinculo institucional
2018 - 2019
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor, Carga horaria: 12
Outras informacgdes
Monitoria na disciplina de Exames Hematolégicos pelo Departamento de Biofisica e Radiobiologia
(CB-UFPE) para o curso de Biomedicina sob orientacao dos Professores Marcos André Cavalcanti
Bezerra e Antonio Roberto Lucena de Araujo.
Vinculo institucional
2018 - 2019
Vinculo: Estagio extracurricular, Enquadramento Funcional: Aluno Voluntario, Carga horaria: 20
Outras informacdes
Iniciacao Cientifica Voluntaria no Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial da UFPE com
participacdo na rotina de diagnéstico laboratorial das hemoglobinopatias, leucemias agudas,
neoplasias mieloproliferativas cronicas e desordens da hemostasia. Sendo desenvolvido
paralelamente pela aluna um projeto de pesquisa voltado para a analise de polimorfismos genéticos
associados ao desenvolvimento de complicacGes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com
anemia falciforme sob orientacdo do professor Marcos André Cavalcanti Bezerra.
Vinculo institucional

2018 - 2018
Vinculo: Iniciagdo Cientifica, Enquadramento Funcional: Aluno Voluntério, Carga horéaria: 20
Outras informagdes
Iniciagdo Cientifica no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) pelo grupo de Prospeccao
Molecular e Bioinformatica (PROSPECMOL) coordenado pelos Profs. Drs Carlos Henrique Madeiros
Castelletti e Danyelly Bruneska Gondim Martins na area de rboviroses e Bioinformatica.
Vinculo institucional

2016 - 2018
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor, Carga horaria: 12
Outras informacg&es
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Monitora da disciplina de Citologia/Biologia Celular vinculado a PROACAD/UFPE para os cursos de
Biomedicina, Farmacia, Terapia Ocupacional, Fisioterapia, Ciéncias Bioldgicas e Ciéncias
Ambientais.Sob orientacéo do Professor Paulo Antdnio Padovan no Departamento de Histologia e
Embriologia.

Vinculo institucional

2016 - 2016
Vinculo: Iniciagéo Cientifica, Enquadramento Funcional: Aluno Voluntario, Carga horaria: 20
Outras informacg&es
Iniciagdo Cientifica voluntaria pelo Laboratorio de Biofisica Quimica da UFPE, com énfase em
Morfotecnologia.
Atividades

06/2019 - Atual
Extensao universitaria , Centro de Ciéncias Biolbgicas, Laboratério Central do Centro de Biociéncias
(LABCEN).

Atividade de extenséo realizada
Liga Académica de Hematologia Clinica e Laboratorial da UFPE.

Projetos de pesquisa

2020 - Atual
Associacéo de polimorfismos nos genes das metaloproteinases com complica¢des clinicas em
pacientes com anemia falciforme

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagéo: (2) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Danizia Menezes de Lima Silva - Coordenador / Marcos André Cavalcanti Bezerra -
Integrante / Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael - Integrante / GABRIELA DA SILVA ARCANJO -
Integrante.

2018 - 2019
Analise da associagdo do polimorfismo rs489347 do gene TEK com o desenvolvimento de doenga
cerebrovascular em pacientes pediatricos com anemia falciforme

Situacgdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduacéo: (2) / Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Danizia Menezes de Lima Silva - Coordenador / Marcos André Cavalcanti Bezerra -
Integrante / Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael - Integrante / GABRIELA DA SILVA ARCANJO -
Integrante.

Projetos de extenséo

2019 - Atual
Liga Académica de Hematologia Clinica e Laboratorial da UFPE

Descri¢do: Membro fundador e ex diretora da Liga Académica de Hematologia Clinica e Laboratorial
(LHCL). A LHCL é uma projeto que utilizara integralmente seu patrimdnio com o objetivo aprimorar o
aproveitamento académico na area das hematologia clinica e laboratorial por meio das atividades de
ensino, pesquisa e extensdo. A LHCL é um projeto com tempo de duracéo indeterminado, formada
por académicos e professores de Biomedicina, podendo integrar académicos de qualquer curso da
area da saude da Universidade Federal de Pernambuco, sendo 20% das vagas destinadas a
académicos de instituicdes externas. As atividades da LHCL seré&o divididas nas seguintes &reas:
didatica ou de ensino, cientifica, extenséo e laboratorial. Além disso, a LHCL conta com encontros
periddicos os quais alternam entre aulas, discussdes, intervencdes e aplicacado pratica do
conhecimento..
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Situacdo: Em andamento; Natureza: Extenséo.
Alunos envolvidos: Graduacao: (26) .

Integrantes: Danizia Menezes de Lima Silva - Integrante / Marcos André Cavalcanti Bezerra -
Coordenador / Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael - Integrante / Amanda Moreira Gongalves de
Aguiar - Integrante / Maria Luiza Salustiano Bandeira - Integrante / Dammyres Barboza de Santana
silva - Integrante / Jonathas Emanuel Santos Nogueira - Integrante.

Areas de atuagio
Grande &rea: Ciéncias Biologicas / A}rea: Genética / Subarea: Hematologia.2.
Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Morfologia / Subarea: Citologia hematolégica..
Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Genética / Subarea: Biologia Molecular.4.
Grande é&rea: Ciéncias da Saude / Area: Medicina / Subarea: hematologia.
Idiomas
Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.inglés
Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.Espanhol
Compreende Pouco, Fala Pouco, L& Pouco, Escreve Pouco. Portugués
Producbes

Artigos completos publicados em peridédicos

Ordenar por‘ j

HATZLHOFER, BETANIA LUCENA DOMINGUES PEREIRA-MARTINS, DIEGO ANTONIO DE
FARIAS DOMINGOS, IGOR ARCANJO, GABRIELA DA SILVA WEINHAUSER, ISABEL FALCAO,
DIEGO ARRUDA FARIAS, ISABELA CRISTINA CORDEIRO DE FREITAS BATISTA, JESSICA
VITORIA GADELHA PRADO, LUANA PRISCILLA LARANJEIRA OLIVEIRA, JESSICA MARIA
FLORENCIO BATISTA, THAIS HELENA CHAVES SOBREIRA, MARCONDES JOSE DE
VASCONCELOS COSTA DE SANTANA, RODRIGO MARCIONILO ARAUJO, AMANDA BEZERRA
DE SA DE MELO, MANUELA ALBUQUERQUE DE ANCANTARA, BRUNA VASCONCELOS
COELHO-SILVA, JUAN LUIZ DE MOURA RAFAEL, ANA BEATRIZ LUCAS DE LIMA SILVA,
DANIZIA MENEZES ALBUQUERQUE, FLAVIA PEIXOTO SANTOS, MAGNUN NUELDO NUNES
DOS ANJOS, ANA CLAUDIA COSTA, FERNANDO FERREIRA DA SILVA ARAUJO, ADERSON
LUCENA-ARAUJO, ANTONIO ROBERTO, et al. ; Alpha thalassemia, but not BS-globin haplotypes,
influence sickle cell anemia clinical outcome in a large, single-center Brazilian cohort. ANNALS OF
HEMATOLOGY/, v. 100, p. 74, 2021.

CitacGes:/1

Resumos publicados em anais de congressos

1.
HYPERLINK "http://lattes.cnpq.br/9702278037836785" \o "Clique para visualizar o curriculo" \t
"_blank" SILVA, D. M. L.; RAFAEL, A.B.L.M ; ARCANJO, G. S. ; ARAUJO, A. B. S. ; ALCANTARA,
B. V.; MELO, M. A. ; ARAUJO, A. S.; ANJOS, A. C. D. ; BEZERRA, MAC ; ARAUJO, A. R. L. .
Associacéo do polimorfismo rs489347 do gene TEK com o desenvolvimento de doenca
cerebrovascular em pacientes pediatricos com anemia falciforme. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia HEMO 2020, 2020, Campinas, SP. Hematology, Cell
Transfusion and Cell Therapy, 2020, 2020. v. v. 42.

2.
HYPERLINK "http://lattes.cnpq.br/9702278037836785" \o "Clique para visualizar o curriculo" \t
" _blank" SILVA, D. M. L.; RAFAEL, A.B.L.M . Aplicabilidade da plasmaférese em paciente com
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purpura trombocitopénica trombdética e a importancia da interpretacdo do hemograma - um relato de
caso. In: Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia HEMO 2020, 2020, Campinas,
SP. Hematology, Cell Transfusion and Cell Therapy, 2020, 2020. v. v. 42.

3.
HYPERLINK "http://lattes.cnpq.br/9702278037836785" \o "Clique para visualizar o curriculo" \t
" blank" SILVA, D. M. L.; RAFAEL, A.B.L.M ; SILVA, D.B.S. ; AGUIAR, A.M.G ; BANDEIRA, M.L.S. ;
NOGUEIRA, J.E.S ; MACEDO, B. G. S. ; BARROS, C. G. C. ; BEZERRA, MAC . Liga Académica de
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