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Resumo

Introduc&o: A anemia falciforme (AF) é a anemia hemolitica mais comum no Brasil. E
uma doenca que se origina de uma mutacdo pontual e sua fisiopatologia é
caracterizada pela polimerizacdo da HbS, levando a formagcdo de uma hemacia em
forma de foice. Essa hemacia falcizada leva a hemdlise e vaso-oclusdo, que sao
responsaveis pelas principais manifestagfes clinicas da doenca, como as Ulceras de
membros inferiores. As Ulceras afetam consideravelmente a qualidade de vida dos
pacientes com AF, e apesar de ndo apresentarem uma causa muito bem definida,
variantes polimérficas de alguns genes, podem influenciar no seu desenvolvimento.
Objetivo: Esclarecer se fatores genéticos como os haplétipos B°, a talassemia a, e
polimorfismos nos genes eNOS, Klotho, TEK, TGF-8 e BMP6 estéo relacionados com o
desenvolvimento das uUlceras de membros inferiores na anemia falciforme em nossa
populacdo de pacientes acompanhadas na Fundacdo HEMOPE. Metodologia: A
amostra foi constituida de 100 pacientes casos e 175 pacientes controles. Utilizamos
como critérios de inclusdo para 0s casos: pacientes portadores de anemia falciforme
(HbSS) néo relacionados, acompanhados no Hospital de Hematologia da Fundacéo
Hemope (HEMOPE), Recife — PE com histérico atual ou prévio de tlcera de membros
inferiores. O grupo de controles foi constituido de portadores de anemia falciforme
acima de 18 anos que nunca apresentaram Ulceras. Analise molecular foi feita por
PCR-RFLP, gap PCR e PCR em tempo real. Resultados: O polimorfismo do gene
TGFB3 mostrou diferenca estatistica(p=0,027) quando comparamos 0s dois grupos
estudados, mostrando que a homozigoze para esse polimorfismo, pode aumentar o
risco de desenvolvimento de Ulceras de membros inferiores. Ndo houve diferenca
estatistica entre os outros marcadores moleculares. Conclusdes: De todos os
marcadores genéticos em nosso estudo, apenas o polimorfismo do gene TGF (3
apresentou influéncia reprodutivel como modulador genéticos para a prevaléncia de
Ulceras de membros inferiores em nossa populacdo de pacientes com AF.

Apoio — CNPq
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Abstract

Introduction: Sickle cell anemia (SCA), the most common hemolytic anemia in Brazil,
is characterized by HbS polymerization, leading to the formation of sickle-shaped red
blood cells. These sickle erythrocyte promotes hemolysis and vaso-occlusion, being
responsible for SCA main clinical manifestations, such as leg ulcers. Leg ulcers greatly
affect the life quality from SCA patients, and despite not having a well defined cause,
genetic polymorphisms may influence its development. Objective: Clarify the role from
the Bs haplotypes, a thalassemia and polymorphisms in eNOS, Klotho, TEK, TGF- and
BMP6 genes on leg ulcers developments in our SCA population followed at HEMOPE
Foundation. Methods: 275 unrelated Sickle Cell Anemia (SCA) patients, followed at
Hospital Hematology Hemope (HEMOPE), Recife - PE, were included in this study, and,
according the leg ulcers presence, were divided in two groups. 100 SCA patients
presenting current or prior history of leg ulcers were called "Leg Ulcers Positive". 175
patients above 18 years with no history of leg ulcers were called "Leg Ulcers Negative".
Molecular analysis was performed by PCR-RFLP, gap PCR and real-time PCR.
Results: When comparing the two groups, only homozygosis for the TGFB3
polymorphism presented statistical difference (p =0,027), revealing an increasing risk
for leg ulcers development. Regarding the others molecular markers, no association
were found. Conclusion: From all genetic markers evaluated on our study, only the
TGFB3 polymorphism presented reproducible influence as genetic modulator for leg

ulcers prevalence in our SCA population.
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1. Introducao

A anemia falciforme (AF) € causada por uma mutagcdo pontual no gene da
globina B (HBB), devido a substituicdo do acido glutamico pela valina na 6° posicéao do
gene da cadeia B globinica (B* GAG—GTG; glu®—val®), levando a formacdo de uma
hemoglobina (Hb) anormal, a HbS. A AF é caracterizada por uma anemia hemolitica
cronica e por episodios recorrentes de vaso-oclusdo, a qual leva a complicacbes
multissistémicas. Em condi¢cbes especificas, como baixas concentracdes de oxigénio,
diminuicdo do pH e baixas concentracdes de hemoglobina fetal (HbF), a HbS forma um
polimero que se deposita na membrana das hemécias, modificando a forma dos
eritrocitos, tornando-os falciformes. As células rigidas, conhecidas como células em
forma de foice, sdo responsaveis pela oclusdo vascular, hemdlise, episodios de dor e

lesdo de orgaos alvos que representam os fenémenos principais dessa doenca.

Acredita-se que o processo de vaso-oclusao compreende multiplos passos, e € o
resultado de um complexo cenario envolvendo interacdes de diferentes tipos celulares,
incluindo células falcizadas densas e desidratadas, reticuldcitos, leucdcitos ativados,
células endoteliais anormalmente ativadas, plaquetas e proteinas plasmaticas. Vaso-
oclusbes recorrentes, processos de isquemia-reperfusdo e consequente ativacdo do
endotélio vascular e injuria, induzem a continuas respostas inflamatdrias na anemia
falciforme, que se propagam por niveis elevados de citocinas inflamatorias, diminuicao

da biodisponibilidade do 6xido nitrico e estresse oxidativo.

Uma das caracteristicas marcantes da doencga falciforme é a variabilidade de
suas manifestacfes clinicas, e as razbes para essa heterogeneidade ainda ndo sao
completamente entendidas, variando de formas quase assintomaticas até clinicamente

graves, responsaveis por alta mortalidade na infancia.



As manifestacdes clinicas da AF compreendem as mais diversas formas, sendo
as principais as crises algicas, crises hemoliticas, acidente vascular cerebral (AVC),
sindrome toracica aguda, sequestro esplénico, necrose asséptica de fémur e umero,
retinopatia; insuficiéncia renal cronica, priapismo, Ulceras de membros inferiores entre
outros.

A Ulcera de membros inferiores é uma complicacao cronica, bastante frequente e
dolorosa na anemia falciforme. Os fatores que predispdem o0s pacientes com anemia
falciforme a essa complicacdo ndo estdo bem estabelecidos, embora seu
desenvolvimento sugira o papel da hemdlise. Existe, portanto, a necessidade de
identificar marcadores que possam distinguir pacientes com essa complicacdo o mais
precocemente possivel na nossa populacdo, de forma que medidas preventivas
poderdo ser tomadas, evitando que o0s pacientes sofram complicacbes futuras e
intervengdes cirdrgicas.

Diversas linhas de pesquisa sugerem que anemia falciforme pode ser modulada
por diversos determinantes genéticos. Esses incluem os haplétipos do gene 8° e a

talassemia-a e polimorfismos em varios genes.

Considerando que pacientes com anemia falciforme apresentam muitas vezes
qguadros clinicos variados que dificultam a tomada de deciséo terapéutica e de cuidados
de saude em geral, a identificacdo de padrdes biolégicos, que influenciem na
modulagdo fenotipica, & muito util e de grande impacto na melhoria da sobrevida e da
qualidade de vida dos doentes. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar se
os haplétipos do gene B8°, talassemia-a, e polimorfismos nos genes Klotho, TEK, TGF-
B, e-NOS e BMP6, atuam como fatores genéticos associados a patogénese da AF

sendo moduladores no desenvolvimento de Ulceras de membros inferiores em nossa

populacao de pacientes.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Anemia Falciforme

2.1.2. Origem
A anemia falciforme (AF) é uma das doencas hereditarias mais comuns no

mundo, onde 2% da populacdo mundial apresentam a mutacdo, além de nascer entre
300.000-400.000 criancas falciformes a cada ano (RUSANOVA et al., 2011). No Brasil,
estima-se que 5-6% da populacéo seja portadora do traco falciforme e que, a cada ano,

nascem entre 700-1000 criangas portadoras da AF (LYRA et al. 2005).

No estado de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos vivos possui 0 traco
falciforme e um em cada 1400 nasce com a doenca falciforme (CANCADO & JESUS,
2007). Bandeira e cols. (1999), ao realizar uma triagem em sangue de cordao umbilical,
encontraram uma frequéncia de 5,1% recém-nascidos portadores do traco falciforme no

estado de Pernambuco.

A AF é a doenca hereditaria monogénica mais comum do Brasil, ocorrendo,
predominantemente entre afro-descendentes (CANCADO & JESUS, 2007). A causa da
doenca € uma mutacdo de ponto (GAG > GIG) no gene da globina beta da
hemoglobina (Hb), originando uma Hb anormal, a Hb S (HbS), ao invés da Hb normal
denominada Hb A (HbA). Essa mutacao leva a substituicdo de um acido glutamico por
uma valina na posicéo 6 da cadeia 3, e consequentemente ocorre modificacéo fisico-
guimica na molécula da HbA (BALLAS et al.,, 1996). Quando desoxigenada, a HbS
polimeriza, formando estruturas filamentosas (polimeros de HbS desoxigenada) que se
depositam nas heméacias, modificando sua forma e tornando-as falciformes. As células

rigidas, conhecidas como células em forma de foice, sdo responsaveis pela ocluséo



vascular, hemdlise, episédios de dor e lesdo de orgdos alvos que representam 0s

fendmenos principais dessa doenca (NAGEL et al., 2001; STEINBERG, 1999).

2.1.3. Fisiopatologia
Sob hipoxia, interacbes hidrofébicas acontecem entre as moléculas de HbS,

resultando na polimerizagdo da hemoglobina e alteracdo da forma eritréide. A
falcizacao altera as propriedades da membrana celular, reduzindo sua flexibilidade e

promovendo uma maior aderéncia ao endotélio vascular (ZHOU et al., 2011).

A HbS demonstra propriedades bioquimicas peculiares, polimerizando-se
guando desoxigenada. Estudos de cinética da polimerizacdo da HbS demonstraram
qgue a formacdo do polimero € de ordem exponencial em funcdo da quantidade de
hemoglobina, demonstrando o papel crucial da concentracdo de HbS no fenbmeno da

falcizacdo (DE FRANCESCHI et al., 2011).

A polimerizagcdo da HbS esta associada com uma reducdo de agua e ions
celulares (desidratacdo), aumento da densidade do eritrocito, com conseqlente
aceleracdo da formacdo do polimero. Estudos demonstraram que o eritrécito
desidratado tem um papel fundamental nas manifestacfes clinicas agudas e crénicas
da AF, em que a falcizacao intravascular promove uma vasoclusdo, impedindo o fluxo

sanguineo (DE FRANCESCHI et al. 2011).

As hemécias falcizadas também apresentam uma perda assimétrica de
fosfolipidios, que externam a fosfatidilserina. Estudos acreditam que a fosfatidilserina
tem um papel significativo na ativacdo da coagulacdo, além de promover a ativacdo dos

macréfagos (GAYEN BETAL & SETTY, 2008).

O acumulo de polimeros de HbS dentro das hemécias falcizadas promove uma

lesdo celular nesses eritrocitos. Em larga escala, esses eritrocitos danificados



promovem efeitos hemoliticos e vasoclusivos, caracterizando o fenétipo principal da AF

(STEINBERG, 2008) (Figura 1).
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Figura 1: Fisiopatologia da anemia falciforme. Mutagdo na 62 posi¢gdo no gene da globina B, levando a
formacdo de uma hemoglobina anbmala, a HbS, que sofre uma polimerizagdo em condicdes
desoxigenadas. O polimero de HbS danifica o eritrocito, diminuindo sua vida util (hemolise), aumentando
0 consumo de 6xido nitrico. As hemacias falcizadas também promovem uma vasoclusdo (Steinberg
2008).

Pacientes falciformes, por desenvolverem hemacias falcizadas que apresentam
um tempo de vida mais curto, cursam com um elevado grau de hemdlise. Devido a
hemolise crbnica, os pacientes portadores de AF apresentam altos niveis de
hemoglobina plasmatica que sequestram o O6xido nitrico, diminuindo sua
disponibilidade, levando ao desenvolvimento de algumas manifestagfes clinicas da

doenca falciforme (STEINBERG, 2008).

Na AF, a hemolise ocorre extravascularmente através de um reconhecimento

das hemacias danificas por células do sistema reticuloendotelial. Entretanto, a hemolise



também pode ocorrer também dentro dos vasos, com 0s niveis podendo atingir até

30% da hemdlise total de um paciente falciforme (STEINBERG, 2008).

Outro importante fator envolvido na fisiopatologia da AF é a vaso-oclusao.
Acredita-se que o0 processo de vaso-oclusdo compreende multipos passos, € é o
resultado de um complexo cenério envolvendo interacdes de diferentes tipos celulares,
incluindo células falcizadas densas e desidratadas, reticuldcitos, leucdcitos ativados,
células endoteliais anormalmente ativadas (SOLOVEY et al.,, 1997), plaquetas e
proteinas plasmaticas (CHIANG & FRENETTE, 2005; DE FRANCESCHI &
CORROCHER, 2004). A fisiopatologia da anemia falciforme est4 centralizada na
capacidade de polimerizacdo da hemoglobina S desoxigenada, mas outros
mecanismos fisioldgicos tém sido importantes na determinacdo da frequéncia de
complicagbes da anemia falciforme, tais como: alteragfes estruturais e funcionais da
membrana eritrocitaria, concentracao de Hb fetal, co-hereditariedade com a talassemia

alfa (a) (POWARS et al. 1990; NAGEL 1991; NAGEL et al. 2001).

O fenbmeno de falcizacdo pode ser revertido quando niveis elevados de
oxigénio sdo novamente atingidos, sendo que falcizacdes sucessivas alteram a
estrutura da membrana da hemacia, favorecendo a formacdo de células
irreversivelmente falcizadas. Hemacias falcizadas, por apresentarem um tempo de vida
curto e sofrerem interagdo com ceélulas endoteliais, leucocitos, plaquetas e outros
componentes do plasma, promovem as manifestacées vasoclusivas da doenca

falciforme (CHANG et al. 1997; NOLAN et al. 2005).



2.1.4. Manifestacdes Clinicas
A ocorréncia de vaso-oclusdes, principalmente em pequenos vasos, juntamente

com a hemdlise representam os eventos fisiopatoldégicos determinantes na origem da
grande maioria dos sinais e sintomas presentes no quadro clinico dos pacientes com
AF, tais como crises algidas; crises hemoliticas; sindrome toracica aguda; sequestro
esplénico; necrose asséptica de fémur e imero; retinopatia; insuficiéncia renal crénica;
autoesplectomia; priapismo, acidente vascular cerebral e Ulceras de membros inferiores

(BALLAS et al., 1996; CONRAN et al., 2009).

2.2. Ulceras de membros inferiores
A Ulcera de membros inferiores é a complicacdo cutanea mais frequente na

doenca falciforme, atingindo principalmente a regido dos maléolos medial e lateral e a
regido frontal da perna e calcanhares, e ocorre devido a vaso-oclusao, hipoxia tecidual,
hemolise e fatores genéticos, apresentando cicatrizacdo lenta e alta taxa de recorréncia
(SERJEANT et al., 2005; PALADINO, 2007; BOWERS, 2013). Ocorre entre 8% a 10%
dos pacientes falciformes, atingindo percentual maior que 50% em pacientes que
residem em areas tropicais. A variabilidade é determinada por diferencas genéticas e
condicBes ambientais. Ainda, € predominante no sexo masculino acima dos 10 anos de

idade (STEINBERG, 2008).

As Ulceras sdo bastante dolorosas e geralmente aparecem em consequéncia a
pequenos traumas e picadas de insetos, mas podem até mesmo aparecer
espontaneamente. A lesdo pode ser agravada pela colonizacdo de bactérias na base
das lesGes, e em alguns, o debridamento cirdrgico, o retalho miocutaneo por
microcirugia e o enxerto de pele parcial do proprio paciente podem ser realizados,
evidenciando a gravidade dessa manifestacéo clinica e o modo como ela interfere na

qualidade de vida dos pacientes falciformes (PALADINO, 2007).



Figura 2: Fotografia representativa da Ulcera de membros inferiores, com comprometimento do maléolo
medial direito (McMahon, et al 2010).

2.2.1. Classificacao
Apesar de se tratar de uma manifestacdo clinica de origem multi fatorial, em que a

patogénese ndo estd completamente esclarecida, foram estabelecidos indices de
gravidade baseados no tamanho, profundidade e duracdo (MINITTI et al., 2010). O
estadiamento com relacdo a extensdo dos danos pode ser proposto da seguinte
maneira:

e Fase 1: Eritema com pele intacta, em que se anuncia a ulceracdo da pele com
sintomas, tais como, descoloragdo da pele, calor, edema, endurecimento da
regiao;

e Fase 2: Perda parcial dos componentes da pele com envolvimento principal da
epiderme e derme;

e Fase 3: Comprometimento de todas as camadas da pele chegando a necrose do

tecido subcutaneo, em que a ulcera, normalmente, se apresenta sob a forma de

cratera;



e Fase 4: Perda completa da espessura da pele com destruicdo extendendo-se até
0 musculo, 0ssos ou estruturas de suporte, como tenddes, em que ha necrose
tecidual.

De acordo com sua duracdo, as Ulceras podem ser classificadas em agudas ou
cronicas. Entretanto ndo ha uma definicho consensual que defina um periodo
especifico para a cronicidade, aceitando- se, de modo geral, aguda quando ha
cicatrizacdo em menos de um més, e crénica com duracdo acima de 6 meses, néo
sendo rara a permanéncia desta por varios anos em fendmeno continuo de cicatrizacao

e reabertura (MINITTI et al., 2010b).

2.2.2. Tratamento e Prevencao
O tratamento das Ulceras consiste, sumariamente, dos cuidados com as feridas

abertas, sendo feito, basicamente, com uso de curativos secos. Com o tratamento
adequado as Ulceras podem cicatrizar em poucos meses, entretanto, Glceras mais
extensas e com mais tempo de abertas podem requerer maiores cuidados exigindo
terapias auxiliares, tais como, enxerto de pele, uso de botas, aplicacdo tépica de
Burtirato de Arginina ou Sulfato de Zinco (DELANEY et al,. 2013).

A utilizacdo da Hidroxiureia é considerada favoravel ao quadro geral do paciente
falciforme, sem, contudo, colaborar diretamente na prevencdo das Uulceras ou
aceleracdo de sua cicatrizacdo. Transfusbes sanguineas cronicas sdo preconizadas
para o tratamento, embora ndo haja dados sistematicos comprovando sua eficacia
(MINITTI et al., 2010).

Observacg0Oes clinicas e estudos epidemiolégicos documentam o papel central do
trauma no aparecimento das Ulceras. Este fato proporciona uma série de intervencoes

simples que permitem reduzir a prevaléncia desta manifestacdo, como, por exemplo, a



utilizacdo de artefatos portetores para a regido comumente afetada (MINITTI et al,
2011).

E importante ressaltar o fato de que as condi¢des sécio econdmicas e ambientais
tem um importante efeito sobre a frequéncia e extenséo das Ulceras, de modo que uma
melhor qualidade de vida influenciara as consequéncias desse fendmeno (SERJEANT,

2005).

2.2.3. Fatores Genéticos
Vérios fatores genéticos tém grande importancia na modulagéo do quadro clinico da

doenca falciforme. Entre os mais conhecidos estao as varia¢gdes nos niveis da Hb Fetal
(HbF), que séo inversamente proporcionais a gravidade da doenca, o tipo de haplétipo
ligado ao cluster da globina B, a presenca de talassemia o, e de acordo com a
literatura, polimorfismos em diversos genes podem estar envolvidos com o0 surgimento
das Ulceras de membros inferiores (STEINBERG & ADEWOYE, 2006, HIGGS &

WOOD 2008, LETTRE et al., 2008).

2.3. Marcadores Moleculares

2.3.1. Haplétipos B°
Padrbes de sitios polimorficos do DNA ligados ao complexo da [-globina

definem os chamados haplo6tipos da anemia falciforme. A mesma mutacéo [35 apareceu
independentemente em pelo menos cinco diferentes grupos populacionais, e foram

denominados de acordo com a regiao de maior prevaléncia (SUTTON et al., 1989).

Cinco diferentes haplétipos tém demonstrado serem 0s mais associados com

globina p*. Os haplétipos séo designados de Benin (BEN), Bantu ou Republica Central
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Africana (BAN ou CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM) e Arabe-Indiano (ARB)

(RUSANOVA et al., 2011).

Os haplétipos do gene B° estdo associados com a evolugao clinica na AF e com
niveis de HbF, caracterizando assim um prognostico ao paciente. Portadores de AF e
haplétipo Senegal ou Arabe-Indiano apresentam niveis elevados de HbF (>15%),
desenvolvendo assim uma forma clinica menos grave da doenca; jA pacientes que
apresentam haplétipo CAR (ou Bantu) desenvolvem um quadro clinico mais grave, por
cursarem com niveis diminuidos de HbF (<5%); pacientes que possuem o hapl6tipo
Benin apresentam quadros clinicos intermediarios (RAHGOZAR et al., 2000;

STEINBERG, 2005; CAJADO et al., 2011).

Polimorfismo na posicdo -158 no gene y© (C>T) em portadores dos haplétipos
Senegal e Arabe-Indiano esta fortemente associado com o aumento da expressédo da
globina v® e, conseqiientemente, altos niveis de HbF. Entretanto, mesmo em
portadores deste polimorfismo, existe uma diversidade consideravel nos niveis de HbF,

provavelmente devido a acdo de outros elementos regulatérios (STEINBERG, 2005).

A associagdo do haplotipo da globina g com a severidade clinica da AF deve ser
interpretada cautelosamente, pois o0 valor prognostico de um hapl6tipo conhecido em
um individuo é limitado. Estudos de diferentes grupos étnicos com AF, com
caracteristicas hematoldgicas distintas, sugerem que o haplotipo da globina  pode ser

utilizado com um marcador da doenca (STEINBERG, 2005).

2.3.2. Talassemia a
A talassemia o é uma alteragdo que envolve a diminuicdo ou auséncia de

sintese das cadeias o da hemoglobina, podendo ser decorrente de delecbes ou
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mutacdes pontuais nos genes a' e /ou o. A talassemia o' ou o é caracterizada pela

perda de dois genes o no mesmo cromossomo (--/ac) e a talassemia a® ou o é

representada pela perda de um dos genes a em pelo menos um dos cromossomos (-
o/oa) (ADAMS et al., 1994; FOGLIETTA et al., 1996). O grau elevado de similaridade
presente nos genes o favorece a ocorréncia de eventos de recombinagdo génica

(crossing-over desigual) durante a meiose, resultando em delecdo do gene o em um

2

cromossomo (-a) e triplicagdo no outro (acc). A talassemia o € a mais frequente,

apresentando dois tipos de delecdes, a de 3.7Kb e de 4.2Kb (DODE et al., 1993).

A co-heranca da AF com a talassemia o tem como consequéncia a reducdo do
volume corpuscular médio (VCM), menor niumero de reticulécitos e menor grau de
hemolise, conferindo assim uma melhora clinica para os pacientes com ulcera. Os
beneficios na evolucéo clinica que essas alteracdes podem produzir principalmente a
reducdo na concentragdo da hemoglobina intracelular, ainda ndo estdo completamente
estabelecidos. Aparentemente, Ulceras de perna, AVC e anormalidades na retina sédo
menos frequentes em pacientes com talassemia alfa, embora alguns estudos apontem
que estes pacientes poderiam apresentar mais episddios dolorosos devido ao aumento
da viscosidade sanguinea correspondente ao aumento da hemoglobina (COSTA, 2004;

STEINBERG E ADEWOYE, 2006).

A associagao da talassemia oo com a AF diminui a hemdlise, e protege contra
fendtipos associados com o0s processos hemoliticos, como Ulcera maleolar, priapismo e
acidente vascular cerebral (KATO et al., 2007). Entretanto, a delecdo do gene o parece
ser um fator predisponente nas necroses avasculares da anemia falciforme. Por
resultar em um aumento nos niveis de hematocrito, promove a elevacao da viscosidade

sanguinea e compromete a microcirculacdo dos 0ssos, especialmente da cabeca do
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fémur e do umero. Outro motivo é o excesso de cadeias globinicas dentro da hemacia
que pode causar dano na membrana do eritrocito e facilitar o comprometimento da
microcirculacdo dos ossos longos, o que corrobora com alguns estudos que apontam
que estes pacientes poderiam apresentar mais episodios dolorosos (BALLAS, 2001;

BALLAS et al., 1989; STEINBERG, 1986).

Assim, estes achados poderao influenciar nas decisdes terapéuticas a serem
tomadas, notadamente na prevencdo destas Ulceras na doenca falciforme, que tem
uma cicatrizacao ineficiente, o que levaria a melhoria na qualidade do servico prestado
e qualidade de vida dos pacientes, significando economia de recursos e beneficio

direto aos pacientes.

2.3.3. eNOS
Em 1987 descobriu-se que o fator de relaxamento vascular derivado do endotélio

era, na verdade, efeito do 6xido nitrico (ON) sobre o vaso. Atualmente sabe-se que
25% da manutencéo do fluxo sanguineo é assegurado pela acdo do ON, e que este
fluxo encontrar-se-a diminuido quando a producdo de ON estiver inibida (REES et al.,
1989; WOOD et al., 2006).

Existem diversos fatores endoteliais que participam junto com o ON na
manutencdo do ténus vascular, entre eles podemos citar a Endotelina, o Tromboxano
A2 e o sistema renina-angiotensina. Entretanto o ON é considerado um regulador
chave para o relaxamento vascular In Vivo (WOOQOD et al., 2008).

Sua natureza lipofilica tanto permite ao ON difundir-se rapidamente entre as
células endoteliais e a musculatura lisa vascular, como também, ser rapidamente

eliminado pela hemoglobina circulante. Deste modo h& o correto equilibrio entre a
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sinalizacdo autécrina, sobre o proprio vaso, e a paracrina, sobre os tecidos adjacentes

(WOOD et al., 2008).

Um mecanismo importante que pode estar associado com manifestacoes
clinicas da AF é a biodisponibilidade de 6xido nitrico (ON), gas sinalizador com tempo
de meia vida de segundos, responsavel pela manutencao do fluxo sanguineo normal. O
ON tem papel importante na fisiopatologia da AF e no tratamento das crises vaso-
oclusivas (RUBANYI & VANHOUTTE 1986; GLADWIN & SCHECHTER 2001; LOPEZ

et al. 2003).

O ON, ao se ligar com a guanilato ciclase, enzima que converte GTP para
cGMP, promove o relaxamento do musculo liso vascular, causando uma vasodilatacao.
Em pacientes portadores de AF, hemoglobina livre proveniente da destruicdo de
hemacias falcizadas consome o ON, produzindo metahemoglobina e nitrato bio-inativo

(NOLAN et al. 20086).

Um estado de disponibilidade reduzido de ON na AF prejudica as funcbes
vasculares do 6xido nitrico, como inibicdo da ativacdo e agregacdo plaquetéaria, além
da represséao transcricional de moléculas de adeséo celular, como VCAM-1 e ICAM-1

(KATO et al. 2008).

A deficiéncia de ON nos pacientes falciformes pode ser agravada pela destrui¢cao
da L-arginina, principal substrato da sintese de Oxido nitrico pela 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), através da liberacdo de arginases provenientes dos eritrocitos

hemolisados (MORRIS et al. 2005).

Espécies reativas de oxigénio, gerados em elevadas taxas em portadores de AF,

também consomem oOxido nitrico, contribuindo para diminuicdo da disponibilidade do
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ON em pacientes falciformes (ASLAN & FREEMAN, 2004; WOOD et al. 2005;

CHIRICO & PIALOUX, 2012).

Com a deplecao dos niveis de ON, perde-se o equilibrio entre a vasoconstri¢céo e
vasodilatacao, ocorrendo um direcionamento para a vasoconstricao, ativacao endotelial
e proliferacdo. Na anemia falciforme, a diminuicdo dos niveis de ON tem sido associada
com hipertensdo pulmonar, priapismo, acidente vascular cerebral isquémico e Ulceras

de membros inferiores (KATO et al. 2007) (Figura 3).
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Figura 3: Reducdo da disponibilidade do ON devido a hemdlise intravascular. Hemoglobina plasmética
livre consome o0 ON, produzindo metahemoglobina e nitrato bio-inativo (A). Arginase plasméatica consome
L-arginase, diminuindo sua disponibilidade para producao de ON (B). Espécies reativas de oxigénio
consomem o ON, gerando radicais de oxigénio (C). Na AF, a diminuicdo da disponibilidade de ON esta
associada com o desenvolvimento de hipertensdo pulmonar, priapismo, Ulcera de perna e AVC

isquémico (Kato et al. 2007).

Terapias direcionadas para o restabelecimento da homeostase do 6xido nitrico
tém se mostrado promissoras em pacientes com anemia falciforme. Criancas
portadoras de AF em crises algicas agudas, apds a inalacdo de Oxido nitrico,

apresentaram uma tendéncia a menores escores de dor, além da diminuicdo da
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necessidade de analgésicos e, consequentemente, menor permanéncia no hospital

(WEINER et al. 2003; KATO et al. 2007).

O polimorfismo T-786C do gene eNOS, que codifica a oOxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), resulta na reducédo significativa da atividade da eNOS. Estudos tém
sugerido que este polimorfismo pode estar associado a predisposi¢cdo a hipertensao
arterial, doencas coronarianas, aneurisma, diabetes, além do desenvolvimento de
estenose da artéria carotida interna (NAKAYAMA et al. 1999; GHILARDI et al. 2002).
Na anemia falciforme, esse polimorfismo pode modular o desenvolvimento das Ulceras
de membros inferiores (DRISS et al., 2009; AKHTER et al., 2010; AKINSHEYE &

KLINGS, 2010).

2.3.4. Klotho
O Klotho (KL) é uma proteina transmembrana que € codificada pelo gene Klotho,

semelhante a B- glucosidase (localizagdo cromossomica: 13pl2), que regula muitas
funcdes vasculares, incluindo a expressao do fator de crescimento endotelial vascular.
Também parece estar envolvido na supressdo de varios fendtipos relacionados ao
crescimento humano, dentre eles arteriosclerose, atrofia de pele, osteoporose e
infertilidade. Esse gene apresenta uma importante funcdo na regulacdo da defesa
antioxidativa, na atividade da enzima conversora de angiotensina, aterosclerose e
envelhecimento. Além disso o KL direta ou indiretamente induz a producéo endotelial
de NO (BURNETT,2004; YAMAMOTO et al.,2005).

O endotélio vascular, a partir da liberacdo de NO em resposta a agonistas
especificos, tal como a acetilcolina, apresenta papel importante na manutencao do
tbnus vascular. Tem-se demonstrado que deficiéncias no gene Klotho atenuam

significativamente a vasodilatacdo endotélio-dependente da aorta e arteriolas em
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resposta a acetilcolina (SAITO et al., 1998). Com isto, ha evidéncias de que o Klotho
possa regular positivamente a producdo de ON, embora os mecanismos ainda sejam
desconhecidos. Acredita-se que a deficiéncia do gene Klotho possa regular
negativamente a oxido nitrico sintase (eNOS), decrescendo a sintese de ON, e ainda
que deve haver a degradacdo acelerada do ON por anions superoxido, j& que uma
elevacdo na producdo de superdxidos tem sido demonstrada nos processos de
envelhecimento. Estes efeitos do Klotho sobre o endotélio vascular protegem, portanto,
contra a disfuncao endotelial (WANG et al., 2008).

O Klotho também esta associado com a regulacdo de mecanismos de sinalizacao
insulina/ fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), suprimindo o estresse
oxidativo. Os fatores de transcricdo nucleares conhecidos como mammalian forkhead
box O (FOXO) sdo fatores que se ligam diretamente a promotores de enzimas
antioxidantes, tais como a catalase e a manganés-superéxido dismutase mitocondrial
(SOD2), induzindo a expressao destas enzimas. Em conseqiéncia disso, ocorre o
aumento da remocéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), conferindo resisténcia ao
estresse oxidativo. Estes FOXOs sao regulados negativamente pela sinalizacéo
insulina/IGF-1 ativada, a qual promove a fosforilagdo de uma serina-treonina quinase
Akt, ativando-a. A Akt tem a capacidade de fosforilar o FOXO, induzindo, por este
mecanismo, a sua exclusdo do nucleo e inativacdo. A proteina Klotho atua inibindo a
sinalizacgdo insulina/IGF-1, proporcionando um decréscimo na fosforilagdo dos FOXOs,
elevando a expressao de SOD2, minimizando, portanto, o estresse oxidativo (WANG et

al., 2008).

N&o esta claro como o Klotho pode regular a ocorréncia de Ulceras de membros

inferiores, entretanto, polimorfismos no gene Klotho pode levar a uma redugédo na
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sintese de ON e a uma menor resisténcia ao estresse oxidativo, agravando as
manifestacbes vaso-oclusivas e hemoliticas decorrentes da anemia falciforme, entre

elas, as Ulceras. (NOLAN et al., 2006; FERTRIN et al., 2010).

2.3.5.BMP 6
Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), incluindo BMP6 (Proteina morfogenética

O0ssea 6) sdo membros da familia do fator transformador de crescimento 8 (TGF-B), e
foram inicialmente identificadas como indutores potentes de formagédo Ossea ectopica
guando implantadas por via subcutdnea em cobaias. Estudos demonstraram que
BMPs, estdo envolvidas com a regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacéo e
apoptose em diferentes tecidos, dependendo do microambiente celular e interacdes
com outros fatores reguladores. Além do seu papel critico na manutencéao e reparo dos
0ssos, foi demonstrado a sua funcédo determinante no desenvolvimento embriolégico de

mamiferos (SYKARAS et al., 2003; BADWIN et al. 2005; CAl et al., 2012).

As BMPs exercem o0s seus sinais através dos receptores transmembrana
serina/treonina quinase tipo | e tipo Il. Dentro das células, proteinas SMAD possuem
um importante papel na transducédo do sinal do complexo receptor ativo até o nucleo. A
desregulacéo desta via de sinalizacdo além de ter mostrado envolvimento em doencas
esqueléticas, também esteve associada com o cancer e doencas vasculares (CAl et al.,
2012).

BMPs iniciam a sinalizacdo na superficie celular ao se ligar no dominio extracelular
dos receptores especificos. O receptor do tipo 2 € primeiramente ativado e em seguida
ocorre fosforilacdo do receptor tipo 1. O sinal é propagado para as proteinas SMAD 1 e
SMAD 5, que vao ser fosforiladas e posteriormente translocadas para o nucleo, onde

irdo interagir com proteinas de ligacdo ao DNA, ou exibir atividade de transcricao direta,
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quer como mondmeros ou em associacdo com SMAD 4 (Figura 4). SMADs especificas
sdo expressas em diferentes fases do ciclo celular e exibem fun¢des inibitérias ou
estimulatorias (SYKARAS et al., 2003; CAl et al., 2012; HERRERA et al., 2012).

No geral, BMPs regulam a funcdo celular ao nivel de transcricdo por aumentar a
taxa de transcricdo e/ou estabilizar o mRNA. O grande numero e variabilidade de
receptores de BMPs permite que complexos heteroméricos sejam formados com
diferentes potenciais de sinalizac&o capaz de induzir varias vias de sinalizacdo quando
ligadas no mesmo receceptor (SYKARAS et al. 2003).

O gene BMP6 esta localizado no cromossomo 6 (6p24-p23), e codifica a proteina
morfogenética dssea 6. Estudos identificaram que polimorfismos nesse gene podem
estar associados a varias manifestacdes clinicas da AF, inclusive as Ulceras de
membros inferiores, mas o seu papel no desenvolvimento dessas lesdes ndo € bem

conhecido (FERTRIN & COSTA, 2010; BADWIN et al. 2005).
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Figura 4. Esquema da via de sinalizagdo SMAD dependente ativada por BMPs (Cai et al. 2012).

2.3.6. TEK
A angiogénese € um processo complexo e dinamico pelo qual os vasos sanguineos

sdo formados e remodelados. Varias evidéncias mostraram que a angiogénese € um
evento crucial para o desenvolvimento embrionario normal, e em adultos a
angiogénese € necessaria para a uma funcdo normal reprodutiva feminina e igualmente
necessaria na cicatrizacdo de feridas. No entanto, € importante ressaltar que a
angiogénse contribui para a patogénse de véarias doencas, como o cancer, artrite,
obesidade, aterosclerose, diabetes e retinopatias (FOLKMAN,2001). Em contrapartida,

algumas doencas, como doencas coronarianas e doencas vasculares periféricas, sao

causadas por uma falha no processo de angiogénese. O envolvimento, ou a falha da
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angiogénese no desenvolvimento dessas doencas levaram as pesquisas para tentar
definir mecanismos moleculares que interfiram na formacdo e remodelamento dos

vasos sanguineos (FOLKMAN,2001;PETERS, 2004).

Um desses mecanismos moleculares envolve a ativagdo de um gene especifico, o
TEK. O TEK €& um gene que esta localizado no 9p21 e tem sido associado com
malformacdo venosa e com alguns sub fenétipos da AF, como o acidente vascular
cerebral e as Ulceras de membros inferiores, apesar de seu papel no desenvolvimento
destas manifestac¢des clinicas ndo ser muito bem conhecido. O TEK é expresso na pele
normal, sua expressdo aumenta na cicatrizacdo e formacgéo de novos vasos, e diminui
guando esses novos vasos estdo formados. Como indicagcéo da ativagao do TEK, sua
fosforilacdo pode ser detectada em todos os estagios da cicatrizacdo de lesdes na pele,
como as Ulceras de membros inferiores. Sendo assim, polimorfismos neste gene
podem prejudicar o processo de cicatrizacdo das Ulceras de membros inferiores, em

pacientes com AF (PETERS, 2004; NOLAN, 2006).

2.3.7. TGF-B

O TGF-B (Transforming growth factor-B) € um potente inibidor do crescimento de
uma ampla variedade de células, incluindo células epiteliais, células endoteliais
vasculares, células hematopoiéticas e linfocitos (ROBERTS & SPORN, 1990;
MIYAZONO et al., 1994; BLOBE et al., 2000). Alteracdes das vias de sinalizacéo de
TGF-B resultam na perda da regulagao do crescimento celular, que é uma das etapas
cruciais na oncogénese. TGF- 3 é também um potente indutor de fibrose do tecido, o
qual pode fornecer um microambiente adequado para o crescimento de células em

transformacdo (MYIAZONO,2001).
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Existem trés isoformas do TGF-3, o TGF-p1, TGF-B2 e o TGF-B3 com estruturas e
atividades biologicas similares. (ROBERTS & SPORN, 1990). Muitas outras proteinas
também tém estruturas essencialmente similares ao TGF- B e sdo coletivamente
incluidas na superfamilia TGF- B, que inclui mais de 30 proteinas, entre elas as
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (KAWABATA & MIYAZONO, 2000).

Além das funcdes biologicas ja citadas, o TGF-8 desempenha algumas atividades
de grande importancia biolégica para um dos sub fenétipos da AF, como as Ulceras de
membros inferiores. Esta proteina atua como uma citocina pleiotrépica, participando da
manutencdo da homeostase da epiderme. Além de inibir o crescimento de células
epiteliais, o TGF-B coordena a resposta de cicatrizacdo de feridas e regula a
reepitelizacado e inflamacgé&o no tecido epitelial (SIEGEL, 2003; O’KANE, 1997).

TGF- B medeia a sinalizacdo através da ligacao ao receptor de TGF-B2 (TGFBRII)
seguido por hetero dimerizacdo e fosforilagdo do receptor de TGF- 1 (TGFBRI)
(SCHILLER,2004; SHI, 2003). TGFBR2 ativado se liga e fosforila Smad 2 ou Smad 3,
que se heterodimeriza com Smad 4(INMAN,2002; NICOLAS,2004). Esse complexo é
translocado para o nucleo, onde vai agir controlando a expressdo de genes alvo
(PIEK,1999; MASSAGUE,2000).

Depois de lesédo tecidual aguda, a expressdo do TGF- Bl é aumentada, sendo
secretada rapidamente por queratindcitos, plaquetas, mondcitos, fibroblastos e
macrofagos (FALER, 2006). Embora o TGF-f e seus receptores sejam altamente
expressos em lesdes agudas, a expressao do TGFBRI e TGFBRII é reduzida em lesdes
cronicas (COWIN, 2001; JUDE,2002).

Alguns estudos tém mostrado que TGF-B aplicado exogenamente acelera a
cicatrizacdo de feridas agudas, além de melhorar a cicatrizagdo em modelos animais.

No entanto, apesar destes estudos em modelos animais o tratamento de Ulceras
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cronicas com humanos ndo atingiu as expectativas (BECK, 1993; SPORN, 1993;
SHAH, 1995).

Polimorfismos nos genes TG BRII (3p22) e TGF BRI (1p33-p32), podem diminuir a
expressao destes receptores, prejudicando a ativacado de genes alvo, comprometendo
a manutencdo da homeostase do tecido epitelial, e sendo um provavel fator de

desenvolvimento de Ulceras de membros inferiores (PASTAR,2010; NOLAN, 2006).

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar as bases moleculares e avaliar o impacto clinico de variantes genéticas
em pacientes com Ulcera de membros inferiores com anemia falciforme acompanhados

no servico de Hematologia da Fundacdo HEMOPE.

3.2 Objetivos especificos

1. Relacionar os genétipos dos Haplétipos p° e sua influéncia na tlcera maleolar;

3,7Kb

2. Determinar a frequéncia da co-heranca de oy talassemia e sua correlagao

com a Ulcera de membros inferiores em pacientes com anemia falciforme;

3. Investigar a associacéo do polimorfismo na regido promotora do gene da eNOS
(T-786C) e dos polimorfismos rs685417 e rs516306 no gene Klotho (KL) no

desenvolvimento da Ulcera de membros inferiores em pacientes com anemia falciforme;
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4. Investigar a associacdo dos polimorfismos rs603085 e rs671084 no gene TEK,
no gene TGF-B (rs1019856) e (rs2038931) e no gene BMP6 (rs270393) com o

desenvolvimento da Ulcera de membros inferiores em pacientes com anemia falciforme.

4. Material e Métodos

4.1. Casuistica

A amostra foi constituida de 100 pacientes casos e 175 pacientes controles. Foi
utilizado como critérios de inclusdo para 0s casos: pacientes portadores de anemia
falciforme (HbSS) néo relacionados, acompanhados no Hospital de Hematologia da
Fundacdo Hemope (HEMOPE), Recife — PE com historico atual ou prévio de Ulcera de
membros inferiores. O grupo de controles sera constituido de portadores de anemia
falciforme acima de 18 anos que nunca apresentaram Ulcera de membros inferiores.
Em ambos os grupos serdo analisados os perfis clinicos, laboratoriais e moleculares e

a convocacao dos pacientes sera feita por telefone e telegrama.

4.2. Desenho de estudo

O estudo € do tipo corte transversal com comparacdo de grupos e esta sendo
realizado nas Unidades de Hematologia Clinica e Laboratorios Especializados da
Fundacdo HEMOPE (UNILABE) e Laboratorio Central do Centro de Ciéncias

Bioldgicas da UFPE no periodo de abril de 2012 a fevereiro de 2014.
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4.3. Aspectos éticos da pesquisa

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP) da Fundacdo Hemope (N°
035/10) (Anexo). Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta do
projeto e assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Apéndice).

4.4. Coleta de material

A cada convocacao ou durante as visitas de rotina, cerca de 4 ml de sangue
periférico serd coletada em tubos a vacuo contendo EDTA como anticoagulante e
conduzido para o laboratério de Hemoglobinopatias no setor de unidade de
Laboratérios Especializados (UNILABE) e Setor de Hematologia do Laboratério Central
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco para a

realizacdo dos exames.

4.5. Analise Hematoldgica e Clinica

As andlises dos dados hematoldgicos foram realizadas utilizando contador
eletrbnico de células (STKS, Coulter Corporation, FL, USA). A quantificacdo das
hemoglobinas Fetal e S foram realizadas por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC — VARIANT / BIO-RAD, CA, USA). Os dados clinicos foram obtidos pela anélise
de prontuarios dos pacientes que comparecem regularmente ao ambulatério de
Hematologia da Fundacdo HEMOPE, onde esses dados sao atualizados a cada visita

de rotina.
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4.6. Analise Molecular

4.6.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucocitos pela técnica de

fenol-cloroférmio modificado (DAVIS et al. 1986).

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos, o plasma descartado
e 0s eritrocitos lisados com uma mistura de solu¢cdes contendo NH4Cl 0,144M e
NH4HCO3; 0,01M e apos centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado. A seguir, a
solucdo denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA
20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 100ul de Triton X-100. As
amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos e
posteriormente o sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa forma, o precipitado

de leucécitos.

Para lisar os leucocitos, foram adicionados 400ul da solugdo TKM2 (Tris-HCI
10mM pH7,6; KCI 20mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25 pl de SDS 10%
e incubado a 55°C durante 30 minutos. Apds esse periodo, 180ul de NaCl 5M foram
adicionados a solucdo anterior e mantida a temperatura ambiente por 20 minutos. A
amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante transferido para
outro tubo, adicionando-se a ele, um volume igual de fenol e de uma solucéo
cloroférmio/alcool isoamilico (proporcdo 24:1), seguido de homogeneizacéo,
centrifugacdo e transferéncia do sobrenadante para outro tubo. A mistura de
cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada ao tubo, centrifugada e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, no qual foram adicionados acetato de sédio 3M pH 5,3 e
etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente centrifugado

a 12000 rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o “pellet’” lavado com
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etanol 70% gelado. O DNA foi solubilizado em agua deionizada e estéril, quantificado
em equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE,

USA) e a analise qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.

4.6.2. Reacao de Amplificacéo

A amplificacdo do material genético foi realizada pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), uma técnica, in vitro, para amplificacdo de DNA. A
reacdo, catalisada pela Taq polimerase, utiliza primers que se hibridizam em fitas
opostas de regides especificas do genoma e flanqueiam a sequéncia a ser amplificada.
Os ciclos sao séries repetidas de desnaturacdo do DNA, anelamento e extensdo dos
primers, resultando em um acumulo exponecial do fragmento (SAIKI, 1992).

Foram utilizadas técnicas especificas baseadas na PCR, de acordo com os

procedimentos diagndsticos.
4.6.3. Pesquisa de Polimorfismos

4.6.3.2. Determinacéo dos Haplétipos B°

As andlises dos polimorfismos de restricdo foram realizadas através da
amplificacdo de cada regido do DNA que contém os sitios de interesse pelo método da
PCR, seguido de anélise de restricdo. Para os haplétipos B° foram analisados 6 sitios
polimérficos (5’y®-Xmn 1, y®-Hind Ill, y"-Hind Ill, wp-Hinc Il, 3'yB-Hinc II, 5'B-Hinf 1),

segundo Sutton e cols. (1989) (Figura 5 e Tabela 1).
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Figura 5: Cluster B mostrando os sitios polimérficos estudados na determinacdo dos haplétipos [3S
segundo Sutton e cols. (1989).

Tabela 1: Primers utilizados para amplificacdo de regides do cluster B: localizacé@o referente ao cluster f3
no cromossomo 11 depositados no banco de dados NCBI (ID: U01317).

Primer Sequéncia do Primer Direcdo Posicdo Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — 33862 5y ¢
H1 AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC — 34518
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — 36203 y ©
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — 35422
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — 40358 y A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC — 41119
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA — 46426 vB
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT — 47126
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC — 49476 3vp
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — 50089
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG — 60906 5B

H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT — 61291

—: sense; «: anti-sense.

A composicao das reacdes e condigbes de amplificacdo variou dependendo do

resultado e estéo representadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2: Composicao das
globina .

reacBes utilizadas para amplificacdo das regifes polimorficas do cluster da

Volumes (pl)

Xmn | Hind Il Hind Il Hinc Il Hinc Il Hinf |
Componentes
5° 7° 7° v 3'yp 5B
Tampao (10x) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
MgCl, (50mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,5
dNTP’s (10mM) 1,0 15 15 1,5 1,5 1,0
Primer 5’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer 3’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Taq DNA Polimerase (5U/ul) 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

dHO

Volume Final (ul)

37,75 38,0 38,0 38,0 38,0 38,25

50 50 50 50 50 50
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Tabela 3: Condicbes das reacdes utilizadas para amplificacdo das regifes polimérficas do cluster da

globina B.
Desnaturagcédo | Desnaturacao Anelamento Extenséo Extensao
inicial _
35 ciclos Final
Regido
T Tempo T Tempo T Tempo T Tempo T Tempo
(°C) °C)
(°C) (°C) (°C)
5y | 94 | 5 o4 | 45 | 60 | 45 | 72 | 130" | 72 7
v© 94 5 94 30 55 1 72 1 72 7
e 94 5 94 30 55 1 72 1 72 7
vp 94 5 94 30 55 1 72 1 72 7
3B 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7
5P 94 5 94 45" 57 45" | 72 | 130" | 72 7

Para confirmacéo da amplificacédo o produto da PCR foi submetido a eletroforese

em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizado em luz

ultravioleta, para posterior analise de restricao.

Para a analise de restricdo, o produto da PCR é digerido a 37°C durante 24

horas, com endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimorfico. A

identificacdo dos padrdes de restricdo que determinam os haplotipos foi realizada por

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizado sobre

luz ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de

restricdo. Como controle foi utilizado a amostra de um individuo heterozigoto para cada
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sitio polimdrfico. O tamanho dos produtos de amplificacdo e apds clivagem, podem ser

observados na Tabela 4.

Tabela 4: Tamanho dos produtos amplificados e ap6s a clivagem com as endonucleases de restricao.

Primers Enzima Regido Tamanho Fragmento Fragmentos Apos Clivagem

HO e H1 Xmnl 5 650 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3  Hindlll v® 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3eH4  Hindlll e 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hincll vpB 701 pb 360 pb+340pb + 1 pb
H7 e H8  Hincll 3yp 590 pb 470 pb + 120 pb
H9e H10  Hinfl 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

De acordo com perfil de restricdo para as regifes polimérficas do cluster da
globina B, é possivel definir os haplétipos p°. Pacientes que apresentarem padréo de

restricdo diferentes do perfil pré-determinado na literatura tem seu haplétipo

considerado “Atipico”.

4.6.3.3. Pesquisa do Genotipo a

A determinacdo do gendtipo o foi realizada pela técnica de PCR, utilizando os

3,7Kb

primers C2 e C10 na pesquisa da delecdo o como descrito por Dodé e cols.

(1993). A Tabela 5 mostra a sequéncia dos primers.

3,7Kb

Na pesquisa da (-a™'™"), o produto amplificado gera um fragmento de 2,1kb

para o haplétipo normal (ao) e de 1,9kb para o haplétipo mutante (-o>"<°

). Foi utilizada
a seguinte reacdo de PCR: 1,0 ul de DNA (250ng); 2,5 ul de tampéo ao*; 2,5 ul de

DMSO; 0,75ul de dNTP 10mM; 0,5 ul de cada primer 10uM; 0,25ul de taq polimerase
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5U/ul, em um volume final de 25,0 ul de agua. Condi¢Ges de ciclagem: desnaturacdo

inicial 94°C - 10" 30 ciclos: 94°C - 45": 56°C - 1' e 72°C - 1'; extensao final 72°C - 7'.

3,7Kb anti 3,7Kb

Tabela 5: Sequéncias dos primers para pesquisa da delecdo o e do aooa
referente ao gene a no cromossomo 16 depositados no banco de dados NCBI (ID: J00153).

. Localizacdo

Primers Sequéncia do Primer (5-3") Direcdo Posicdao
C2 CCATGCTGGCACGTTTCTGA — 11365
C10 GATGCACCCACTGGACTCCT — 5641

—: sense; «: anti-sense.

*Tampéo o para PCR - Solucdes estoque: 3,35 ml de Tris-HCI 2M (pH 8,6); 1,66 ml de
(NH4)>SO4 1M; 250 ul de MgCl, 1M; 33,5 ul de Na,EDTA 0,2M; 85 ul de BSA-20 mg/m;
70 ul de B mercaptoetanol 14,3M, para um volume final de 10 ml com dH,O. Todas as

solucgdes estoque foram autoclavadas, exceto MgCl, que é filtrada.

4.6.3.4. Pesquisa do Polimorfismo eNOS T-786C

A pesquisa do polimorfismo T-786C no gene da eNOS foi investigada através
de PCR seguidos por digestdo do produto de amplificacdo com a enzima Msp |, como
decrito por Data e cols. (2003). Os componentes da reacdo para amplificacdo da
regido polimorfica T-786C do gene da eNOS e as condi¢cdes da reacdo encontram-se

nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6: Composicao da reagdo para amplificagcao da regido polimérfica T-786C do gene da eNOS.

Componentes

Volumes (ul)

Tampaéo (10x)
MgCl, (50mM)
dNTP’s (10mM

Primer Sense (10

)

nM)

Primer Antisense (10 uM)

Tag DNA Polimerase
DNA (200 ng)

dH,0O

Volume Final (pl)

(5U/ul)

3,0

1,2

0,5

0,5

1,0

23,1

30,0

Tabela 7: CondicGes da reacdo para amplificacdo do polimorfismo na regido promotora do gene da
eNOS (T-786C).

Desnaturacéo Desnaturacéo Anelamento Extenséo
inicial Extenséo Final
Regido 35 ciclos
TC) Tempo | T(°®C) Tempo T(°C) Tempo T(C) Tempo | T(°C) Tempo
eNOS -786 96 2 96 30” 56 30” 72 1 72 5

Apés confirmagédo da amplificacdo, o produto da PCR foi digerido utilizando

endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimoérfico. As enzimas

utilizadas e padrdes de digestado esperados estao descritos na Tabela 8.
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Tabela 8: Primers e Enzima para o estudo do polimorfismo da eNOS (T-786C).

Gene Primers Seqiéncia do Primer (5°-3") Produto PCR Enzima Produto Digestao

eNOS S CTTATCCTCCACTGCTTTTCAGAG

349pb Mspl 352pb + 42pb
AS CGCAGGTCAGCAGAGAGACTAG

(T-786C)

Para a andlise das endonucleases de restricdo, foram utilizados: 8,0 ul do
produto amplificado, 1,5 ul do tampéao da enzima 10x e 2U da enzima correspondente a
cada polimorfismo. Agua deionizada e estéril foi adicionada para completar o volume de
15,0 ul e a mistura foi conduzida ao banho-maria a 37°C overnight (16 horas). O
produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1000 a 2,5% (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA), corado com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e

fotografado.

A pesquisa do polimorfismo T-786C no gene da eNOS foi investigada através
de PCR seguidos por digestdo do produto de amplificacdo com a enzima Msp |, como

descrito por Data et al. (2003).

4.6.3.5. Pesquisa dos Polimorfismos dos Genes Klotho, TEK, TGF-B e BMP6

Para deteccédo dos polimorfismos do gene Klotho, TEK, TGF-8 e BMP6 foi
utilizada a metodologia do PCR em tempo real, através da detec¢cdo de mutacles
(Single nucleotide polymorphism - SNP) utilizando o sistema TAQMAN®, que consiste
de sondas marcadas com fluorocromos que sédo desenhadas especificamente para ser
complementar a cadeia de oligonucleotideos. Todas as sondas e primers que foram
utilizados para pesquisa dos polimorfismos dos genes Klotho (KL) (rs685417) e
(rs516306); no gene TEK (rs603085) e (rs671084); no gene TGF-B (rs1019856) e
(rs2038931) e no gene BMP6 (rs270393) estéao disponiveis para 0 uso em pesquisa de

carater cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com). Para realizacdo
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desta técnica foi utilizado o PCR em tempo real Rotor Gene 6000 (Corbett Research,

Australia).

4.7. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS Statistics
19.0. Apos as anadlises dos dados hematoldgicos e moleculares, as informacfes dos
grupos caso e controle foram submetidos a analise estatistica, realizada pelo teste

exato de Fisher e teste de Mann-Whittney

5. Resultados

5.1 Caracterizacdo da amostra

Durante a andlise de 500 prontuéarios, foram encontrados 100 pacientes com
Ulcera de membros inferiores. O estudo mostrou uma incidéncia de 20% das Ulceras na
anemia falciforme em pacientes de Pernambuco. Dos pacientes selecionados, 130
eram do sexo feminino e 145 do sexo masculino. A média da idade dos pacientes
incluidos no grupo caso foi de 33,35 anos, sendo 54 do sexo masculino e 46 do sexo
feminino. Em nossa populacdo, a idade média ao diagndstico da ulcera, foi de 24,9

anos.

Em relagéo ao grupo de pacientes incluidos no grupo controle, 99 sdo do sexo

feminino e 76 do sexo masculino, e a média de idade foi de 30,41 anos.

5.2. Andlise Laboratorial
As amostras foram submetidas a: dosagem de Hemoglobina (Hb), Hematdcrito

(Ht), Hemoglobina S (HbS), Hemoglobina fetal (HbF), Reticulocitos (Ret), Aspartato

amino transferase (AST), bilirrubina total (BT), bilirrubina indireta (Bl), e lactado
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desidrogenase(LDH). Obtivemos resultados estatisticamente significativos, quando

comparamos os hiveis de HbF e HbS.

Tabela 9: Comparacao dos dados hematolégicos dos pacientes portadores de AF com e sem Ulcera.

Caracteristicas dos pacientes Toéos 0s Ulcera + Ulcera -
pacientes p-value

(Média) (n=275) (n=100) (n=175)
Hb(g/dL), 8,0 7,87 8,06 0,141
Ht (%) 23,99 23,26 24,41 0,284
Ret (%) 9,27 9,4 9,2 0,183
Hb F(%) 7,49 6,19 8,25 0,001
Hb S(%) 89,63 91,00 88,86 0,001
AST 48,95 50,21 48,23 0,463
BT (mg/dL) 3,32 3,62 3,14 0,428
BI (mg/dL) 3,47 3,29 3,58 0,357
LDH(U/L), 1021,36 1096,00 975,33 0,817

5.3. Pesquisa dos Polimorfismos

5.3.1. Haplétipos do gene B°

Primeiramente foram analisadas as combinacées haplotipicas do gene B°, e

nao foi encontrado diferenga estatisticamente significante (p= 0,60) (Tabela 10).
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Tabela 10: Combinac¢des haplotipicas do gene BS Nos grupos casos e controles.

Haplotipos B° CASOS CONTROLES
CARI/CAR 56 (56 %) 100 (58,0%)
CAR/BEN 25 (25%) 49 (26,67%)
CAR/ATP 13 (13%) 19(11,33%)
BEN/BEN 5 (5%) 6 (3,33%)
BEN/ATP 1(1%) 1(0,67%)

Total 100 175
p= 0,60

Por ser o haplétipo relacionado ao pior prognéstico clinico, foi feita uma andlise
isolando o haplétipo CAR/CAR. Quando comparamos apenas o0 genétipo CAR/CAR
com os demais haplétipos, também, ndo foi encontrado diferenca estatistica entre os

grupos (p = 0,531) (Tabela 11).

Tabela 11: Compara¢do entre o genétipo CAR/CAR e os demais genétipos BS Nos grupos casos e
controles.

Alelos B° CASOS CONTROLES
CAR/CAR 45 (45,45%) 87 (49,71%)
NAO CAR/CAR 54 (54,55%) 88 (50,29%)
Total 99 175

p=0,531

5.3.2. Delegéo a3.7Kb

3.7Kb

No presente estudo, a co-heranca da AF com a delecédo do gene a (a”™'™") ndo

mostrou diferenca significativa (p = 0,14) entre 0s grupos caso e controle (Tabela 3).
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3,7kb

Tabela 12: Resultados da pesquisa da delecédo alfa talassémica (-a™""") em nossa populacao de

pacientes
Alfa Talassemia (-a.>"") TOTAL
Pacientes
Mutacao Normal
Casos 23(23%) 77 (77%) 94
Controles 47 (26,85%) 128(73,15%) 175
p=0,375

No grupo controle, 33 pacientes foram heterozigotos e 3 foram homozigotos para a

delecdo o*™®. No grupo caso 17 pacientes se apresentam heterozigotos e 1 paciente

foi homozigoto para a delecdo o™,

5.3.3. eNOS
O polimorfismo da eNOS T-786C esteve presente em 41 pacientes com Ulcera

e em 48 pacientes controles. Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi
observada entre os pacientes casos e controles em relacdo ao polimorfismo eNOS T-

786C (p = 0,23) (Tabela 13).

Tabela 13: Pesquisa do Polimorfismo eNOS T-786C nos casos e controles estudados.

Grupos eNOS T-786C TOTAL
TT TCICC
Casos 49 (49,00%) 51 (51,00%) 100
Controles 88 (50,28%) 87 (49,72%) 175
p=0,900

No grupo controle, 67 pacientes foram heterozigotos e 9 foram homozigotos

para o polimorfismo T-786C do gene da eNOS. No grupo caso 46 pacientes se
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apresentam heterozigotos e 2 pacientes foram homozigotos para 0 mesmo

polimorfismo.

5.3.4. Klotho

Em relagdo aos polimorfismos do gene Klotho, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos estudados.

Tabela 14: Pesquisa do polimorfismo rs685417 do gene Klotho nos casos e controles estudados.

Grupos Klotho rs685417 [A/G] TOTAL
AA AGIGG
Casos 29 (29,00%) 71 (71,00%) 100
Controles 64 (36,57%) 111 (63,43%) 175
p=0,23

Tabela 15: Pesquisa do polimorfismo rs516306 do gene Klotho nos casos e controles estudados.

Grupos Klotho rs516306 [T/C] TOTAL
TT TC/CC
Casos 52 (52,00%) 48 (48,00%) 100
Controles 86 (36,57%) 89 (63,43%) 175
p=0,741
5.3.5. BMP6

Ao analisarmos os resultados do polimorfismo do gene BMP6, nédo foi
encontrado resultado estatisticamente significativo, ao compararmos 0S grupos caso e

controle.
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Tabela 16: Pesquisa do polimorfismo rs270393 do gene BMP6 nos casos e controles estudados.

Grupos BMP-6 rs270393 [C/G] TOTAL
CcC CG/GG
Casos 39 (39,0%) 61(61,0%) 100
Controles 80 (45,71%) 95 (54,29%) 175
p=0,312
5.3.6. TEK

O polimorfismo do gene TEK esteve presente em 23 (23,00%) dos pacientes com
Ulcera, e em 43 (24,58%) dos pacientes controles. Em nossa populagéo estudada, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significante, entre os pacientes falciformes dos

grupos caso e controle.

Tabela 17: Pesquisa do polimorfismo do gene TEK nos casos e controles estudados.

Grupos TEK rs603085 [A/G] TOTAL
AA AG/IGG
Casos 77 (77,00%) 23 (23,00%) 100
Controles 132 (75,42%) 43 (24,58%) 175
p=0,883
5.3.7. TGF-B8

Em relagédo ao gene TGF-B, foram analisados dois polimorfismos, 0 rs1019856
nao apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos com Ulcera e

sem Ulceras de membros inferiores.
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Tabela 18: Pesquisa do polimorfismo rs1019856 do gene TGFBR2 nos casos e controles estudados.

Grupos TGFBR2 rs1019856 [C/T] TOTAL
CcC CT/ITT
Casos 65 (65,00%) 35 (35,00%) 100
Controles 108 (61,71%) 67 (38,29%) 175
p=0,606

Ao analisar a distribuicdo genotipica do polimorfismo rs2038931, incluindo na
mesma categoria 0s paciente homozigotos e heterozigotos, também néo foi visto

diferenca entre os dois grupos estudados.

Tabela 19: Pesquisa do polimorfismo rs203831 do gene TGFBR3 nos casos e controles estudados.

Grupos TGFBR3 rs2038931 [G/A] TOTAL
GG GA/AA
Casos 64 (64,00%) 36 (36,00%) 100
Controles 129 (73,71%) 46 (26,29%) 175
p=0,101

Ao analisar a distribuicdo genotipica do polimorfismo rs2038931, analisando os trés
genotipos isoladamente, foi observada diferenca estatisticamente significante,
indicando que o gendtipo homozigoto é um fator predisponente para o desenvolvimento

de Ulceras de membros inferiores.
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Tabela 20: Pesquisa do polimorfismo rs203831 do gene TGFBR3 nos casos e controles estudados,

analisando os trés genotipos separadamente.

TGFBR3 rs2038931 [G/A] TOTAL
GG GA AA

Casos 64 (64,00%) 31(31%) 5 100

Controles 129 (49,33%) 45 (50,67%) 1 175

p=0,019

6. Discussao

6.1. Analise Laboratorial
De todas as analises laboratoriais realizadas, a HbF e a HbS, apresentaram

diferenca estatisticamente significante, entre os grupos caso e controle. No nosso
estudo, o grupo controle apresentou maiores niveis de HbF, e o grupo caso apresentou
maiores niveis de HbS, assim como descrito em varios trabalhos da literatura. Como se
sabe, a HbF esta associada com bom prognéstico, protegendo contra as manifestacdes
clinicas da doenca, enquanto que maiores nives de HbS pioram o quadro clinico da AF
por aumentar a hemolise e vaso-oclusdo. Ja com relagdo aos marcadores hemoliticos,
nao obtivemos o0os mesmos resultados de trabalhos anteriores. Pacientes com
manifestacbes clinicas mais relacionadas a um fator hemolitico, como as Ulceras de
membros inferiores, tendem a apresentar maiores niveis dos marcadores de hemolise,
como AST, LDH, BT, BIl. Esses pacientes, tendem a apresentar menores niveis de
hemoglobina e hematdcrito, devido a hemdélise. (POWARS, 1991; STEINBERG,2005;

NOLAN,2006; DRISS,2009).
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6.2. Haplétipos do gene B°

Powars (1991) concluiu que os haplétipos B° podem modificar o curso clinico da
doenca, especialmente no que se refere a vasculopatias, principalmente de rim, pulméao
e cérebro. O risco dessas complicacbes seria de cerca de cinco vezes maior nos
individuos com pelo menos um cromossomo CAR ou Bantu. Powars (1991) verificou
ainda que a presenca dessa combinacao haplotipica (CAR/CAR) aumenta o risco de
eventos vasoclusivos graves em criancas, sendo um provavel fator predisponente para

Ulceras e AVC.

Em trabalho realizado na UNICAMP, com uma amostragem de 85 pacientes,
Figueiredo (1996) verificou que o haplotipo CAR foi acompanhado de uma alta
prevaléncia de Ulceras de membros inferiores. Entretanto, Rieder (1991) ndo encontrou
uma relacdo entre os diversos haplétipos do gene B° e sua relagdo com diversas
manifestagdes clinicas da AF, entre elas a osteonecrose, sindrome toracica aguda e as

Ulceras de membros inferiores.

Outras manifestacdes clinicas da AF também foram relacionadas com os haplétipos
B>, como o estudo realizado por Sarnaik & Ballas (2001) em criancas americanas com
AVC sugere que haplétipos CAR e atipicos podem ser mais preditivos de doenca grave
que outros haplotipos. Sarnaik & Ballas (2001) também inferem que pacientes com a
combinacado haplotipica CAR/CAR em associacdo com quatro genes o em homens
também parece ser atribuido a um maior risco para AVC que outras combinagfes. Da
mesma forma, Domingos (2014), em trabalho realizado em Pernambuco, indica que a

combinacdo CAR/CAR aumenta os riscos para o desenvolvimento do AVC.

Rusanova e cols. (2011), ao analisar pacientes falciformes provenientes do

Panama, observaram uma alta concentracdo de HbF em pacientes que apresentavam
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o haplétipo SEN/SEN, demonstrando o efeito protetor do haplétipo Senegal em
comparacdo com os outros haplétipos, por aumentar os niveis de HbF e diminuir a

lesado tecidual.

Em nosso estudo, a relacdo entre haplétipos e estado geral da doenca, ou sua
relacdo com uma manifestacdo clinica especifica, como as Ulceras de membros
inferiores, néo foi confirmado. E provavel que isso tenha acontecido pela alta incidéncia
do alelo CAR, e consequentemente do haplétipo CAR/CAR em nossa populacdo de

pacientes falciformes.

6.3. Delecéo a>"<P

37Kb am fenémenos

Apesar de em nosso estudo, o efeito protetor da delecdo o
hemoliticos da AF n&o ser confirmado, seu efeito na incidéncia de Ulceras de membros
inferiores em pacientes com anemia falciforme € controverso; enquanto alguns estudos
encontraram uma reducdo do risco para as ulceras(HIGGS, 1982; PANDEY, 2011)

outros estudos ndo conseguem reproduzir esse fendbmeno (STEINBERG,1984;

FIGUEIREDO, 1996).

Em estudo com 44 pacientes portadores de AF da Jamaica, Higgs (1982), verificou

3.7Kb

que a homozigoze para a delecéo o e fator protetor para o desenvolvimento de

Ulceras de membros inferiores e sindrome toracica aguda.

Pandey e cols.(2011) realizaram um estudo para verificar a influéncia da talassemia
o no fendtipo da AF em um grupo de 60 pacientes indianos. Neste estudo, pacientes

com a delecdo o™

apresentaram uma menor incidéncia de Ulceras maleolares,
possivelmente por aumentar o hematocrito e por esses pacientes apresentarem um

menor VCM, diminuindo a hemdlise. Pandey verificou também que a co-heranca da AF
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com a talassemia a esta associada com o aumento da incidéncia de episédios de dor e

osteonecrose, por aumentar viscosidade sanguinea.

Em um estudo multicéntrico com 2147 pacientes vindo de 13 centros clinicos dos
EUA, Steinberg e cols, em 1984, ndo encontraram resultados significativos quando

analisou a delecdo o™

e seu papel no desenvolvimento de ulceras de membros
inferiores. Entretanto, ao correlacionar a microcitose com diversas manifestacoes
clinicas da AF, foi visto que o VCM abaixo de 80 fl atuou como fator protetor para o

desenvolvimento de Ulceras, mas teve uma incidéncia aumentada de osteonecrose.

Em trabalho realizado em 1996 por Figueiredo e cols. na UNICAMP com uma
amostragem de 85 pacientes, ndo foi confirmado o efeito protetor da delecdo o*"*® no

desenvolvimento de Ulceras maleolares.

O efeito da delecdo o>"<°

sobre o fendtipo da AF, também foi muito estudado para o
AVC. Enquanto alguns estudos encontraram uma reduc¢ao do risco para o AVC (Adams
et al. 1994; Ohene-Frempong et al. 1998; Sarnaik & Ballas 2001; Hsu et al. 2003;

Belisario et al. 2010; Flanagan et al. 2011), outros estudos nao verificaram esta

associacao (Miller et al. 1988; Silva-Filho et al. 2011).

E bem estabelecido que a talassemia o tem um efeito marcante no quadro
hematolégico do paciente portador de AF. Esses sdo principalmente devido a
diminuicdo da concentragédo de HbS refletido no CHCM (concentragéao de hemoglobina
corpuscular média), levando a uma diminui¢do da polimerizacdo da HbS, promovendo
um baixo numero de células irreversivelmente falcizadas, e conseqientemente, uma
reducdo da taxa de hemolise. Observa-se também um aumento nos niveis de Hb, Ht e
contagem de hemécias, além de uma diminuicdo do nimero de reticuldcitos (Steinberg

2005).
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6.4. eNOS

Vérios genes estdo relacionados com o sistema endotelial, incluindo o 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), enzima que cataliza a formagdo do oxido nitrico soluvel
(ON), proveniente da L-arginina (Vargas et al. 2005). Gladwin & Schechter (2001)
sugeriram que uma deficiéncia na producdo de ON possa acontecer nas ceélulas

endoteliais de pacientes com anemia falciforme.

No presente estudo ndo encontramos nenhuma associacdo estatisticamente
significante do polimorfismo T-786C no gene da eNOS, resultado este que difere de
alguns trabalhos que encontraram neste polimorfismo um fator de risco para algumas
manifestacdes clinicas da AF. Ao avaliar a combinacédo haplotipica de polimorfismos no
gene da eNOS (T-786C e intron 4a) no Reino Unido, Hassan e cols. (2003)
encontraram resultados significantes com relacdo a predisposicdo de doencas

cerebrais em pequenos vasos entre pacientes casos e controles portadores de AF.

Ghilardi e cols. (2002), ao comparar populacbes italianas com e sem
desenvolvimento de estenose de artéria carétida, encontraram uma frequéncia duas
vezes maior do polimorfismo T-786C no gene da eNOS nos pacientes que

apresentavam o comprometimento vascular em uma populacdo sem AF.

Em 1999, Nakayama verificou que o polimorfismo T-786C no gene da eNOS,
diminui a sintese de ON endotelial e atua como fator predisponente para o

desenvolvimento de espasmos coronarios.

6.5. Klotho, BMP6, TEK e TGF-B

No presente estudo néo foi verificado associacdo com os SNPS dos genes Klotho,

BMP6,TEK e 0 rs1019856 do gene TGF-BR2, provavelmente pela amostragem néo ser
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suficiente, diferentemente de alguns trabalhos publicados. Nolan, em 2006, em um
estudo realizado em Boston nos EUA, com 243 pacientes com Ulcera e 516 controles,
encontrou associacdo entre os polimorfismos de todos esses genes e Ulceras de

membros inferiores em pacientes com AF.

Baldwin et al (2005) encontraram associacdo dos polimorfismos dos genes
Klotho e BMP6 com o desenvolvimento da NACF em pacientes com AF nos EUA. Em
seu estudo foi utilizada uma amostragem com aproximadamente 800 pacientes, sendo

400 portadores de NACF.

Polimorfismos no gene TEK também foi associado ao AVC em pacientes com

AF, sugerindo seu papel em ma formacao venosa (NOLAN, 2006)

Com relagéo ao polimorfismo rs2038931 do gene TGF-BR3, o presente estudo
encontrou associacdo com o desenvolvimento de Ulceras de membros inferiores, de
uma maneira tal, que os pacientes que sdo homozigotos para o polimorfismo, tem um
risco maior de desenvolver essa manifestacdo clinica na populacdo de pacientes
falciformes estudada. Da mesma forma que este estudo, Nolan em 2006, também
encontrou 0os mesmos resultados, sendo o Unico trabalho da literatura que pesquisou

este polimorfismo.

Pastar em 2010, por imunohistoquimica e andlise de expressao, verificou que
em Ulceras que ndo cicatrizavam, a expressdo dos receptores do TGF-B estéo
diminuidas. E possivel que em nossa populacéo, o polimorfismo rs2038931 contribua
para a diminuicdo da expressao do TGFBR2, diminuindo assim a ativacdo de genes
alvo, responsaveis pela manutencdo da homeostase do tecido epitelial, aumentando a

probabilidade de desenvolver Ulceras de membros inferiores.
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A diferenca na composi¢do genética das populacdes estudadas e a variagdo no
tamanho da amostragem nos mostra que novos estudos em colaboragcdo serao
necessarios para determinar as variantes moleculares nos gene BMP6, TEK, e Klotho
visto que varios destes SNPs também estiveram relacionados com outras
manifestacdes clinicas presentes na anemia falciforme, como infec¢cdo, NACF, AVC e
ocluséo vascular, sugerindo que as complicagbes na AF possuam bases moleculares

comuns (FERTRIN & COSTA, 2010).

7. Conclusodes

Em nossa populacdo estudada o genétipo da globina-o, o haplétipo B° e os
polimorfismos dos genes eNOS, Klotho, BMP6, TEK, TGFBR2 e BMP6 ndo parecem
estar relacionados com o desenvolvimento de Ulceras de membros inferiores nos
pacientes com AF;

O polimorfismo do gene TGFBR3 parece ter alguma influéncia no desenvolvimento de

Ulceras de membros inferiores na populacao falciforme estudada.
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Apéndice

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Investigacao de Polimorfismos em Genes que Podem Estar Relacionados ao
Desenvolvimento Ulcera de Membros Inferiores em Pacientes com Anemia Falciforme
Pesquisadores: Diego Arruda Falcdo (Graduado em Biomedicina), Betania Lucena
Tavares Borges Domingues (Mestre), Marcos André Cavalcanti Bezerra (PhD), Dr.
Aderson da Silva Araujo (PhD). Local: Fundagcdo Hemope / UFPE

A finalidade deste é trazer informagdes para o paciente sobre o estudo “Investigacéo
das Caracteristicas Moleculares Associadas a Ulcera de Membros Inferiores em
Pacientes com Anemia Falciforme”. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo
responderdo a quaisquer perguntas que o0 paciente possa ter sobre este termo e sobre o
estudo.

NGs verificamos que a anemia falciforme causa morbidade provocando dores, o que
pode estar interferindo com suas atividades do dia a dia e gostariamos que vocé doasse
1 tubo de sangue de 4,5 ml, obtido por puncdo venosa usando agulhas e seringas
descartaveis. O risco por nos avaliado para o paciente € que em funcdo da coleta de
sangue, pode haver a formacdo de um pequeno hematoma local, ndo havendo qualquer
outro risco em participar da pesquisa. O material desse estudo ser4 armazenado no
HEMOPE e somente sera utilizado para outros estudos apds nova consulta ao Comité de

Etica em Pesquisa (CEP) e CONEP.

O paciente tem direito a privacidade e toda informacédo que for obtida em relagcéo a
este estudo permanecerd em sigilo. Como condicdo de participacdo nesta pesquisa, o
paciente permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores
envolvidos neste estudo e aos membros da Comisséo de Etica responsaveis pela analise
do projeto. Os resultados deste projeto de pesquisa poderdo ser apresentados em
congresso ou em publicacdes, porém, sua identidade ndo sera divulgada nessas
apresentacoes. A participacao neste estudo é voluntaria e o paciente pode recusar-se a
participar ou podera interromper sua participacdo a qualquer momento sem prejuizos ao
seu tratamento. O pesquisador tem o direito de desliga-lo do estudo a qualquer momento
qgue julgar necessario. Além disso, o paciente tem direito a qualquer esclarecimento

sobre o estudo mesmo durante o seu decorrer.

- Pesquisador Bolsista: Diego Arruda Falcdo
Consulta de questdes éticas: q g

Comité de Etica da Fundagio HEMOPE Pesquisador Responsavel: Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra

Enderego: Rua Joaquim Nabuco, 171 — Fundagdo HEMOPE Endereco: Rua Joaguim Nabuco, 171 — Fundacdo HEMOPE;
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Investigacao de Polimorfismos em Genes que Podem Estar Relacionados ao
Desenvolvimento Ulcera de Membros Inferiores em Pacientes com Anemia

Falciforme
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores de 18 anos)

, heste ato representado por mim,
, esta sendo convidado
a participar do estudo “Investigacao das Caracteristicas Moleculares Associadas a
Ulcera de Membros Inferiores em Pacientes com Anemia Falciforme” e recebeu todas
as informacfes necessérias relativas a pesquisa. Autorizo a coleta de 1 amostra de
sangue periférico de 4,5 ml que serédo utilizadas nesse estudo.

Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar em participar do estudo ou retirar 0 consentimento em
qualquer fase deste, sem penalizacédo ou prejuizo da continuidade do tratamento.

2- Garantia de sigilo que assegure a privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos no estudo, quando da sua divulgacéo ou publicacao cientificas.

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

Portanto, concordo na sua participacdo e autorizo a equipe responsavel a manipular 0s
dados e armazenar o material biolégico. As amostras s6 serdo utilizadas em estudos
futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Assinatura do paciente ou responsavel legal Data

Autorizacao para armazenamento de material biolégico Data

Pesquisador responsavel



Anexo 1

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Fundagéo Rua. Joaquim Nabuco, 171- Gragas
%EMOPE Recife-PE.

ﬁ Recife CEP: 52011.000 Tel.; 81- 3182-4771
Fax: 81- 3182-4660
C-eletrénico: cep.hemope@gmail.com

va;mo do Estado de PE
Secretaria de Saide do Estado de PE

1-DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL : N°. 035/2010

Titulo do Projeto: Moduladores genéticos das manifestagdes clinicas da anemia falciforme
Instituic@o Solicitante: Universidade F ederal de Pernambuco-UFPE

Pesquisador: Marcos André Cavalcanti Bezerra, Ph.D.

Identidade: 5867375 CPF: 987.061.525-20 Telefone: 81 —3182-4711

Endereco: Rua. Antonio Celso Uchoa Cavalcanti- Gragas- Recife — PE — CEP: 52050-002

Local de Desenvolvimento do Projeto: Hospital de Hematologia da Fundagao Hemope- UNILABE
Finalidade: Auxilio a projetos de pesquisa Edital FACEPE 10/010.

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo Geral: Determinar as bases moleculares que possam influenciar na variabilidade clinica da anemia falciforme.
Objetivos Especificos: Determinar a co-heranga de o,™® talassemia e da triplicagdo do o (aawr) influenciam nas
manifestagdes clinicas do acidente vascular cerebral e priapismo na anemia falciforme; Relacionar os niveis de HbFetal e
gen6tipos das Haplétipos B° com o episédio de priapismo e acidente vascular cerebral; Investigar a associagdo do
polimorfismo na regido promotora do gene da eNOS (T-786C) no desenvolvimento do priapismo em pacientes com
anemia falciforme; Investigar se a associagdo de SNPs no gene Kloto podem ser um fator de risco nas complicagdes
vasculares, como priapismo, em pacientes com anemia falciforme; Investigar a associagdo do polimorfismo na regido
promotora do gene TNF- a (-308) no desenvolvimento do AVC em pacientes com anemia falciforme; Investigar a
associagdo do SNPs rs2228088 (T- >@G), localizado na regido codificadora do gene TNF- « no desenvolvimento do AVC
em pacientes com anemia falciforme; Investigar a associagdo do SNPs 1s3093665 (C- >A), localizado na regido 3’ ndo
transcrita do gene TNF- a no desenvolvimento do AVC em pacientes com anemia falciforme; Comparar e relacionar os

complicagdes clinicas do priapismo.

3 - PARECER DO RELATOR: O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento aos dispositivos da
Resolugdo 196/96 e complementares, apds acatar as consideragdes do relator, membro deste Comité, relativamente as
exigéncias apontadas no Parecer n®. 35/2010, considera APROVADO o protocolo de pesquisa supracitado, uma vez
que este ndo colide, aparentemente com os principios basicos da bioética — a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a
autonomia e a justica, além do sigilo.

4- INFORMACOES COMPLEMENTARES:

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 — Item IV.1.1), devendo receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, por ele assinado (Item 1V 2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds serem analisadas as razdes da descontinuidade, pelo CEP, que o aprovou (Res. CND Item I11. 1.z),
exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou, quando constatar a superioridade
do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3).

" O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro ¢ enviar notificagdo ao CEP e ANVISA, junto
com o seu posicionamento.

*  Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do grupo I ou Il
apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-los também a ANVISA, junto
com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Item I11.2.¢).

*  Relatérios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos na
Resolugdo CNS-MS 196/96.

Homologado na ReuniZo do CEP de 20/10/2010
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Abstract

Stroke is a catastrophic complication of sickle cell anaemia (SCA) and is one of the leading causes of death in both
adults and children with SCA. Evidence suggests that some genetic polymorphisms could be related to stroke
development, but their association remains controversial. Here, we performed genotyping of five published single
nucleotide polymorphisms, the a-thalassemia genotype, the G6PD A () variant deficiency, and the $° haplotype in
a large series of SCA patients with well-defined stroke phenotypes. Of 261 unrelated SCA patients included in the
study, 67 (9.5 %) presented a documented, primary stroke event. Markers of haemolysis (red blood cell (RBC)
counts, p =0.023; reticulocyte counts, p =0.003; haemoglobin (Hb) levels,p < 0.001; indirect bilirubin

levels, p=0.006; lactate dehydrogenase (LDH) levels, p=0.001) were associated with stroke susceptibility.
Genetically, only the p° haplotype (odds ratio (OR) 2.9, 95 % confidence interval (C1) 1.56 to 4.31; p=0.003) and
the o "*-thalassemia genotype (OR 0.31, 95 % CI 0.11 to 0. 83; p =0.02) were associated with increased and
decreased stroke risk, respectively. In multivariate analysis, the *haplotype was independently associated with
stroke development (OR 2.26, 95 % Cl 1.16 to 4.4; p=0.016). Our findings suggest that only the p° haplotypes and
the o "*-thalassemia genotype modulate the prevalence of stroke in our SCA population. Genetic heterogeneity
among different populations may account for the irreproducibility amongst different studies.
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Introduction

Sickle cell anaemia (SCA) is an inherited monogenic disease characterized by a heterogeneous clinical course,
which is influenced not only by genetic features, but also by environmental, social, and economic factors [1-3].
Clinical events of SCA occur in response to intravascular sickling, haemolysis, and leucocytosis [4—6], as well as the
association between red sickled cells and other blood components [7-9]. Together, these factors lead to vascular
occlusions and related events, which ultimately reflect in pain, leg ulcers, priapism, acute chest syndrome,
osteonecrosis, and stroke [2].

According to several studies [4, 5, 10-12], stroke is the most catastrophic complication in SCA, representing 20 %
of mortalities in both adults and children and making SCA the most common cause of childhood stroke [13, 14].
Currently, transcranial Doppler (TCD) ultrasonography, a noninvasive method of measuring flow velocities in
intracranial arteries, is considered the most clinically useful prognostic tool available for primary stroke prevention
in SCA patients [15]. Nevertheless, TCD is restricted to children, and it does not accurately identify all SCA patients
who will develop cerebrovascular complications. Thus, there is an increasing need of more sensitive and specific
markers, which can better determine the risk of stroke in SCA patients.

Several studies have identified an association between putative gene polymorphisms and the development of
cerebrovascular disease in SCA patients [16—19]. In fact, evidence from sibling-pair analyses has shown a genetic
contribution to stroke development and higher TCD velocities in SCA [20, 21]. These findings, along with the
limitations of TCD, highlight the importance of further investigation into the potential association of genetic
regions, which could help to define mutations with stroke risk or protection in SCA. In the present study, we
genotyped five published single nucleotide polymorphisms (SNPs) (TNF-o. G308A, eNOS T786C,MTHFR
C677T, PT G20210A, and FV Leiden G1691A) and the G6PD A" variant mutation, as well as classic genetic
markers in SCA (o-thalassemia genotype and p°-globin gene haplotype), and evaluated their relationship with the
clinical and haematological features and their possible prognostic impact on the development of stroke in SCA
patients.

Material and methods

Patients

The present study was drawn from a cohort of 261 unrelated patients with SCA (SS homozygotes), who had been
attending at the Haematology and Haemotherapy Foundation of Pernambuco (HEMOPE), Brazil, since January
2000. Between August 2010 and November 2011, peripheral blood (PB) samples were collected, and genomic DNA
was extracted using the Puregene kit (Gentra System, Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s
protocol. SCA was diagnosed for each patient on the basis of haemoglobin (Hb) electrophoresis. Additionally,
clinical data and imaging exams (TCD, X-ray, CT, and/or magnetic resonance imaging (MRI)) were obtained from
the patients’ medical records. Therefore, imaging exams, clinical histories, and adequate DNA sample availability
constituted the inclusion criteria of this study. Documented primary stroke events (n = 67) in patients were
confirmed with an imaging exam (MRI or CT), clinically evaluated by a neurologist. As a control, a nonstroke
group was selected from SCA patients who had not received prior hydroxyurea treatment (n = 140); none of these
participants had a history of clinical stroke, elevated TCD velocities, or any evidence of silent infarcts, based on
their baseline brain MRI. Finally, paediatric SCA patients (n = 54) with abnormally high flow velocities (TCD
velocities >170 cm/s), and without any evidence of stroke, constituted a third group of patients. In accordance with
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the Declaration of Helsinki, informed consent was obtained from all patients and/or parents. This study was
approved by the local Research Ethics Board (#014/2010).

Laboratory data

Full blood counts were done on a Coulter STKS (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Classical parameters were
measured, such as red blood cell (RBC) counts, Hb, and reticulocyte counts. The quantification of haemoglobin F
(HbF) was performed by high-performance liquid chromatography (HPLC) using the Bio-Rad Variant Il HPLC
system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Routine biochemical parameters were measured using a Roche
Cobas Mira Plus Chemistry Analyzer (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA).

SNP genotyping

After genomic DNA extraction, five SNPs, which had previously been determined to be associated with stroke
events (TNF-a G308A, eNOS T786C, MTHFR C677T, PT G20210A, and FV Leiden G1691A) were genotyped,
along with o-thalassemia status, the G6PD A~ variant deficiency [22], and the p°-globin gene haplotype of each
patient. Classic p>-globin gene haplotypes were determined using six SNPs within the -globin locus [23], resulting
in alleles, which primarily represent the five classic S haemoglobin (HbS) gene haplotypes, including Benin, Central
African Republic, Senegal, Arab-Indian, and Cameroon. The a-thalassemia status of each patient was also
determined, as previously described [24]. All other molecular analyses were determined by restriction fragment
length polymorphism polymerase chain reaction, as previously described [14, 25-28].

Statistical analyses

Patient baseline characteristics were descriptively reported. Statistical analysis was performed using SPSS Statistics
17.0 (IBM Corporation, Somers, NY, USA) and STATA Statistical Software 9.0 (STATA, College Station, TX,
USA), with the level of significance set to 5 %. Patients presenting with a documented, primary stroke event on
clinical records were called “stroke positive”; patients presenting with a risk of developing a stroke, but without
evidence of a stroke event, were called “stroke risk”; patients without records of stroke were defined as “stroke
negative”. Clinical and laboratory features were then compared. Fisher’s exact test was employed to compare
associations between categorical variables, and two-way ANOVA, followed by Dunn’s posttest, was applied to
compare continuous variables. Univariate and multivariate proportional hazards (PH) regression analyses were
performed for potential prognostic factors for stroke. Potential prognostic variables considered for model inclusion

were quantification of HbF, B5-globin haplotype, and a*"**-thalassemia deletion.

Results

Approximately 1,500 sickle cell disease patients are registered and monitored at the haematology clinic of
HEMOPE. Of these, 1,200 patients were diagnosed with SCA, carrying the HbSS genotype, as previously
characterized [29, 30]. After a careful analysis of approximately 700 medical files and according to inclusion criteria
(availability of imaging exams, clinical histories, and adequate DNA samples), 261 patients were selected. Of these,
a total of 67 (9.5 %) patients presented a documented, primary stroke event, which was confirmed with an imaging
exam. The majority of patients (n =62, 92 %) presented ischaemic stroke, while only three and two patients
presented silent infarcts and haemorrhagic stroke, respectively. Due to a small number of patients in these latter
groups, the univariate analysis taking into account stroke aetiology could not be performed. All patients, allocated to
either the control or stroke-risk groups, remained free of clinical stroke during the entire study.

Initially, we compared the clinical and laboratory features of the SCA patients according to stroke status. Stroke
susceptibility (i.e. patients with documented, primary stroke events or patients with risk of developing stroke, based
on abnormally high flow velocities on the TCD) was greater for females (p = 0.015). Markers of haemolysis, such as
RBC counts (p =0.023), reticulocyte counts (p = 0.003), levels of Hb (p <0.001), indirect bilirubin (p = 0.006), and
lactate dehydrogenase (LDH) (p=0.001), were significantly associated with stroke susceptibility. In agreement with
these results, the quantification of HbF (p <0.001) was different among the three groups (Table 1).
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Clinical, molecular, and laboratory features of SCA patients, according to cerebral vascular disease status, stroke

development, and stroke risk

Table 1 Clinical, molecular, and laboratory features of SCA patients, according to cerebral vascular disease status, stroke development, and stroke risk

Characteristics of patients All patients (n=261) Stroke positive (n=67) Stroke risk (n=54) Stroke negative (n=140) p value
No. % No. Yo No. % No. %

Gender 0.015*
Male 122 46.7 24 358 21 389 77 55
Female 139 533 43 642 33 61.1 63 45

RBC (¢10°/mm?), median 2.5 25 2.4 2.6 0.023*
Range 1.6-3.8 1.7-3.6 2-33 1.6-3.4

Hb (g/dL), median 7.7 7.5 73 8 <0.001*
Range 5.6-10.7 5795 5688 5.9-10.7

HbF (%), median 72 53 11.1 6.8 <0.001*
Range 0.9-27.8 1.0-27.8 0.9-27.1 0.9-26

Reticulocyte (*10%mm®), median ~ 0.22 023 0.24 0.22 0.003*
Range 24227 24227 4.8-19.9 2.6-21

1-Bil (mg/dL), median 3.0 25 2.7 33 0.006*
Range 0.15-16 021-7 0.17-6.22 0.15-16

LDH (U/L), median 1139.7 1335.5 1,193 1,036 0.001*
Range 251-3,692 251-3.,692 668—1,863 283-2,652

Hb® haplotype 0.001*
CAR/CAR 147 56.3 48 71.6 35 64.8 64 45.7
non-CAR/CAR 114 437 19 28.4 19 352 76 54.3

o> 7% status <0.001*
o TKP negative 215 82.4 62 92.5 50 92.6 103 73.6
o 7kb positive 46 17.6 5 7.5 4 7.4 37 26.4

ocoead -3 7kb 0.146
oo o3 7Rb negative 260 99.6 67 100 53 98.1 140 100
ovoroc 3Tk positive 1 0.4 - - 1 1.9 - -

PTstatus 0.451
PT G202104"#"= 257 98.5 65 97 53 98.1 139 99.3
PT G202104°°5%v 4 1.5 2 3 1 1.9 1 0.7

FV Leiden status 0.409
FV GI169].4 257 98.5 65 97 54 100 138 98.6
FV G16914% 4 1.5 2 3 - - 2 14

MTHFR C677T 0.88
MTHFR““ 138 52.9 34 50.7 28 519 76 54.3
Homozygosis©' * 1 123 47.1 33 493 26 48.1 64 45.7

MTHFR C677T 0.252
MTHFR® 138 89.6 34 829 28 933 76 91.6
MTHFR'" 16 10.4 7 17.1 2 6.7 7 8.4

eNOS T786C 0.915
eNOS'™ 122 46.7 30 44.8 25 46.3 67 47.9
eNOS™ * ¢ 139 53.3 37 552 29 53.7 73 52.1

eNOS T786C 0.104
eNOS'™ 122 88.4 30 95.5 25 78.1 67 90.5
eNOS™“ 16 11.6 3 45 7 21.9 7 9.5

G6PD A- (G202A) 0.376
Normal 242 92.7 64 95.5 48 88.9 130 92.9
Mutated 19 7.3 3 45 6 11.1 10 7.1

TNF-ox (G3084) 0.24
Normal 211 80.8 53 79.1 48 88.9 110 78.6
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Table 1 (continued)

Characteristics of patients All patients (n=261) Stroke positive (n=67) Stroke risk (n=54) Stroke negative (n=140)  p value
No. % No. % No. % No. %
Mutated 50 19.2 14 209 6 11.1 30 214

RBC red blood cell, Hb hacmoglobin, HbS S haemoglobin, HbF fetal haemoglobin, LDH lactate dehydrogenase, PT prothrombin, FV Leiden factor V
Leiden, MTHFR methylenetetrahydrofolate reductase, eNOS endothelial nitric oxide synthase, TNF-a tumour necrosis factor &, CAR Central African
Republic (Bantu)

“ Indicates statistically significant differences

RBC red blood cell, Hb haemoglobin, HbS S haemoglobin, HbF fetal haemoglobin, LDH lactate

dehydrogenase, PT prothrombin, FV Leiden factor VV Leiden, MTHFR methylenetetrahydrofolate

reductase,eNOS endothelial nitric oxide synthase, TNF-a tumour necrosis factor a, CAR Central African Republic
(Bantu)

®Indicates statistically significant differences

Genotyping results showed that the classic Central African Republic (CAR) p*-globin haplotype (CAR/CAR) was
detected in 147 patients (56 %). Patients with the homozygous CAR/CAR haplotype had an almost threefold higher
risk of developing stroke, as compared with the non-CAR/CAR group (odds ratio (OR) 2.9, 95 % confidence
interval (CI) 1.56 to 4.31; p=0.003). The presence of the o>™-thalassemia deletion was also associated with an
increased stroke risk (OR 0.31, 95 % CI1 0.11 to 0. 83; p =0.02). In multivariate analysis, the quantification of HbF
(OR 0.88, 95 % CI 0.82 to 0.96; p =0.003) and the p>-globin haplotype (OR 2.26, 95 % CI 1.16 to 4.4; p=0.016),
but not the o*"-thalassemia deletion (OR 0.37, 95 % CI 0.13 to 1.04; p = 0.06), were independently associated with
higher stroke. In contrast, the GEPD A" variant (OR 0.54, 95 % CI 0.15 to 1.93; p=0.347) was not associated with
stroke risk. Additionally, the investigation of the five candidate SNPs, which had previously been shown to be
associated with stroke risk (TNF-o. G308A, eNOS T786C, MTHFR C677T, PT G20210A, and FV Leiden G1691A),
failed to reveal a difference among the three groups. All of the main clinical and laboratory features are summarized
in Table 1.

The mean age to develop stroke was 12.4 years (range, 1 to 44 years). Since the pathology and severity of strokes
vary with age, we decide to evaluate separately patients who experienced stroke in different age groups, in addition
to the stroke-risk and stroke-negative groups. Based on the mean age, patients who experienced stroke were grouped
in over and under 12 years. p° haplotype (p =0.001) and the o®"**-thalassemia genotype (p = 0.0001) retained their
association with increased and decreased stroke risk, respectively. Intriguingly, the eNOS T786C polymorphism was
more frequent in stroke-positive patients aged over 12 years (11 %) compared with that of patients aged less than

12 years (2 %) (p=0.046).

Upon the observation of the striking similarities between the stroke-positive and stroke-risk groups in their clinical
and laboratory features, these two groups were pooled together. Their combined results were also compared with
those of the control group. Except for the quantification of HbF (p = 0.23), which were no longer significantly
different, all other results remained similar after pooling (supplementary Table 1).

Discussion

Estimates suggest that 3 to 6 % of the Brazilian population carry the HbS gene, and 700 to 1,000 new cases of sickle
cell disease are diagnosed each year [29-31], making SCA a public health issue. The most catastrophic complication
of SCA is stroke, representing one of the main causes of death in both adults [5] and children with SCA [4, 12].
Nevertheless, despite the higher incidence, causes of increased risk of stroke in SCA patients are not completely
understood.

Several lines of evidence suggest that a genetic signature could influence stroke development in SCA [16—
18,20, 21], and the combined effect from these genes could affect the severity of SCA [16, 32, 33]. In fact,
Flanangan et al. [19] demonstrated a significant association between previously reported polymorphisms and stroke.
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The authors admitted, however, that these results remain controversial primarily due to the relatively small sample
size and the absence of validation studies using additional cohorts of patients. Here, despite using a large series of
Brazilian SCA patients, we were unable to demonstrate a direct association between the five genetic polymorphisms
and stroke development. However, it must be highlighted that our cohort (261 unrelated SCA patients) presents its
own characteristics and particular distribution of molecular markers, particularly regarding the Bs-globin gene
cluster haplotypes. Bezerra et al. [30] genetically characterized a cohort of 74 paediatric SCA patients in the state of
Pernambuco, Brazil, and showed that approximately 65 % of SCA patients presented the CAR/CAR haplotype, a
frequency significantly higher compared to those of other states in the northeast region of Brazil. These findings
suggest a possible genetic heterogeneity among different populations, which might account for the conflicting
results between genetic association studies.

In accordance with previous studies [4, 32, 34—-36], our results showed a preventive effect of a-thalassemia on the
development of stroke in SCA. In support, Hsu et al. [36] showed that the frequency of a-thalassemia was
significantly higher in SCA patients with no changes in TCD, suggesting molecular protection in stroke
development. Additionally, previous reports have shown that the p>-globin gene cluster haplotypes are associated
with an increase of stroke risk [23, 32, 37, 38]. In agreement with these reports, we showed that the presence of the
CAR/CAR haplotype (present in 56 % of patients) was associated with stroke development in our population. Taken
together, our findings and those reported by others suggest that only the ° haplotypes and the o>"™_thalassemia
genotype may modulate the prevalence of stroke in SCA patients, independently of the ethnic background.

Intriguingly, our results suggest that there are haematological and molecular similarities between the patients who
actually developed stroke (stroke positive) and those who present risk of disease development, without a history of
stroke. One possible explanation for this observation is that, upon discovery of their risk of stroke from results of the
TCD, patients in the stroke-risk group received medical intervention, such as hydroxyurea or chronic prophylactic
blood transfusion therapies, which are widely known procedures that reduce the gravity of SCA and decrease the
risk of stroke development [39-44]. Thus, these patients might have had a documented stroke event, which would
place them in the stroke-positive group, had they not been treated with intervening therapies.

With respect to the G6PD A~ variant genotype and the SNPs TNF-a G308A, MTHFR C677T, PT G20210A, and FV
Leiden G1691A, no association was found in our cohort. Despite the low frequency of some SNPs, in particular
those involving the factor V Leiden, prothrombin mutation, and MTHFR genes, we should not disregard previous
studies, who observed a significant association with stroke development [14, 45-51]. Moreover, recent results from
a meta-analysis demonstrated that MTHFR C667T genetic polymorphism [52] and eNOS T786C polymorphism [53]
are associated with increased risk of ischaemic stroke in the general population. Although there is no similar study
in SCA, it is conceivable that the same association may be applied to the SCA patients. In fact, our results showed
that eNOS T786C polymorphism was associated with stroke development in stroke-positive patients older than

12 years. We should highlight that the enzyme encoded by the eNOS gene (endothelial nitric oxide, NO) plays a role
in maintaining the homeostasis of the cerebral vasculature by inhibiting vascular smooth muscle contraction, platelet
aggregation, and leukocyte adhesion to the endothelium [54], and a reduction of its levels was previously associated
with pulmonary hypertension, priapism, leg ulcers, and stroke in SCA patients [55]. Therefore, evaluation of eNOS
T786Cpolymorphisms and their prognostic impact will be of great interest in the context of homeostasis of the
cerebral vasculature, helping to better understand the pathogenesis of stroke in SCA.

In summary, only the o®"**-thalassemia genotype and the B° haplotypes presented themselves as genetic modulators
of the prevalence of stroke in our SCA population. Genetic heterogeneity between different populations could
explain the lack of reproducibility between genetic association studies. These results justify the need for more
studies and worldwide contribution to determine the true relevance and influence of different genetic
polymorphisms on the prevalence and predictability of stroke from clinical features of SCA.
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