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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma anemia hemolitica hereditéria, autossémica recessiva,
causada pela mutacdo em um unico nucleotideo no gene da beta globina
(HBB:c.20A>T). Essa alteracédo resulta na producdo de uma hemoglobina anormal,
denominada hemoglobina S (Hb S). Em condi¢bes de hipdxia, essas hemoglobinas se
polimerizam dentro do eritrdcito, ocasionando alteragdo em sua estrutura e resultando
na formacdao de eritrocitos falciformes, que sdo menos flexiveis, aderem ao endotélio e
sao propensos a hemdlise, favorencendo os dois principais eventos fisiopatologicos da
AF, a hemolise e a vasocluséo, que dirigem os processos envolvidos nos diferentes
tipos de manifestacdes clinicas que esses individuos podem apresentar ao longo da
vida. A Ulcera de perna é uma condicdo clinica frequente nesses individuos e a
etiologia dessa complicacdo pode estar relacionada a eventos hemoliticos e
angiogénicos. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de
marcadores hemoliticos e de angiogenese em pacientes com AF, na presenca ou
auséncia de ulcera de perna, a fim de contribuir com o entendimento a respeito dos
mecanismos envolvidos na ocorréncia de tal manifestacdo clinica. Para isso, foram
avaliados os polimorfismos que regulam a expressao de proteinas que participam do
processo de angiogénese, como TGF-81, VEGFAl e HIF-71a; os marcadores de
hemolise, como niveis de hemoglobina (Hb), lactato desidrogenase (LDH), bilirrubina
indireta (BI), aspartato aminotransferase (AST) e contagem de reticul6citos (RET); além
da sintese proteica de VEGFALl, TGFB1l e HIF1A, fatores importantes para a
angiogénese e regulacdo do processo de cura das feridas. Os resultados obtidos
evidenciam significativa relacdo da gravidade da anemia com a ocorréncia de Ulcera de
perna em pessoas com a AF. No entanto, 0 mesmo n&o ocorreu com os polimorfismos
gue regulam a expressdo das proteinas que participam da angiogénese, em gue nao
foi observada relacao, de risco ou de protecéo, desses polimorfismos com a ocorréncia
de Ulcera de perna na AF. Aléem disso, a avaliacdo dos niveis plasmaticos das
proteinas VEGFAL, TGFB1 e HIF1A, indica que a Ulcera de perna em pessoas com AF
estd associado a um quadro pro-angiogénico, evidenciado pelos altos niveis de

VEGFALl e TGFB1 nesses individuos, em comparacdo as pessoas com AF que nédo



apresentam essa complicacdo clinica, o que resulta em prejuizo a homeostase do

processo de cura da ferida.

Palavras-chave: doenca falciforme, Ulcera de membro inferior, anemia hemolitica,

isquemia tecidual, estimulo angiogénico.



ABSTRACT

The sickle cell anemia (SCA) is an inherited hemolytic anemia, autosomal recessive,
caused by mutations in a single nucleotide in the beta globin gene (HBB:c.20A>T). This
change results in production of an abnormal hemoglobin called hemoglobin S (Hb S). In
hypoxic conditions, these hemoglobins polymerize within the erythrocyte, causing
changes in their structure and resulting in the formation of sickle erythrocytes, which are
less flexible, adhere to the endothelium and are prone to hemolysis, favoring the two
main pathophysiological events of alpha hemolysis and vasoclusdo, driving the
processes involved in different types of clinical manifestations that these individuals
may have lifelong. The leg ulcer is a common clinical condition of these individuals and
the etiology of this complication may be related to haemolytic and angiogenic events.
Thus, the objective of this study was to evaluate the presence of hemolytic markers and
angiogenesis in patients with AF in the presence or absence of leg ulcer in order to
contribute to the understanding of the mechanisms involved in the occurrence of such
clinical manifestation. For this, we evaluated the polymorphisms that regulate the
expression of proteins involved in the angiogenesis process, such as TGF-B1, VEGFA1
and HIF-1a; the markers of hemolysis, such as hemoglobin (Hb), lactate
dehydrogenase (LDH), bilirubin indirect (Bl), aspartate aminotransferase (AST) and
reticulocyte count (RET); addition of protein synthesis of VEGFA1, TGFB1 and HIF1A,
important factors for regulating angiogenesis and the healing process of wounds. The
results show a significant relationship between severity of anemia with the occurrence
of leg ulcers in people with SCA. However, the same did not occur with the
polymorphisms that regulate the expression of proteins involved in angiogenesis, in
which no relationship was observed, risk or protection of these polymorphisms with the
occurrence of leg ulcer in SCA. Moreover, the evaluation of plasma levels of proteins
VEGFAl, TGFB1 and HIF1A, indicates that leg ulcers in sickle cell patients is
associated with a pro-angiogenic state, as evidenced by the high levels of VEGFAL and
TGFB1 these individuals, compared to individuals with SCA who do not have this

clinical complication, which results in injury homeostasis of the wound healing process.

Keywords: sickle cell disease, sickle cell leg ulcer, hemolytic anemia, tissue ischemia,

angiogenic stimulus.
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1. Introdugéo
1.1. A hemoglobina

A hemoglobina é uma molécula tetramérica, localizada no interior das células
vermelhas do sangue. E formada por quatro subunidades, sendo cada uma delas constituida de
uma porgdo protéica (a cadeia globinica), que varia geneticamente, e um grupo prostético, que
contém o ferro (grupo heme), o qual se combina com o oxigénio e confere a molécula sua
capacidade de transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de COz, no caminho inverso.
A fracdo proteica da hemoglobina é constituida de quatro cadeias globinicas que juntas totalizam
574 aminoacidos. Duas dessas contém 141 aminoacidos cada e sdo denominadas cadeias do tipo
alfa (o). As outras duas possuem 146 aminoacidos cada e sdo denominadas cadeias do tipo beta

(B), como ilustrado na Figura 1 (HONIG; ADAMS 11, 1986; MANCA; MASALA, 2008).

Figura 1. Representacdo da estrutura espacial do tetrdmero da molécula de hemoglobina, constituida de
duas cadeias alfa, duas cadeias beta e 0 grupo heme inserido em cada uma das cadeias globinicas
(SCHECHTER, 2008).

A sintese das cadeias do tipo alfa é realizada por uma familia de genes
especificos, localizada na regido 16p13.3. O complexo génico inclui os genes alfa (a), HBAL e

HBA2, que expressam as cadeias globinicas alfa; o gene zeta (HBZ), de atuagcdo na fase
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embrionaria; e os pseudogenes alfa e zeta (HBAP e HBZP), que possuem sequéncia homologa
aos genes estruturais ativos, mas contém mutag6es que inibem sua expressao.

As cadeias do tipo beta, por sua vez, sdo elaboradas por uma familia de genes,
com aproximadamente 50 Kb, localizada na regido 11p15.1. Esse complexo génico é constituido
pelos genes beta (HBB) e delta (HBD), expressam-se em toda a plenitude no periodo pds-
nascimento; os genes épsilon (HBE), expressos na fase embrionaria; e os genes gama (HBG),
HBGL1 (gama alanina) e HBG2 (gama glicina), caracteristicos do periodo fetal (STEINBERG et
al., 2009).

Os genes estdo presentes em ambos 0s cromossomos na mesma ordem em que S&o
expressos durante o desenvolvimento. Dessa forma, durante o periodo embrionario, as Hb
predominantes sdo Gower | ({2e2), Gower 1l (aze2), Portland | (C2y2) e Portland 11 (C2B2). Durante
a vida fetal, predomina a Hb fetal (Hb F) (02y2), porém, no periodo pds-natal, essa hemoglobina
¢ gradualmente substituida pela Hb A (a2p2), majoritaria, e Hb Az (0282), minoritaria, como
ilustrado na Figura 2. Apds a estabilizacdo na taxa de producdo das cadeias, que ocorre
geralmente ap6s o sexto més de nascimento, é considerado padrdo para um individuo sem
hemoglobinopatias, a presenca aproximada de 96% a 98% de Hb A; de 2,5% a 3,5% de Hb Az e
de 0% a 1,0% de Hb F (HONIG; ADAMS lII1, 1986; BONINI-DOMINGOS, 2006; MANCA;

MASALA, 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica da organizagdo das familias génicas das globinas alfa e beta nos
cromossomos 16 e 11, respectivamente, e a sintese esperada de hemoglobinas ao longo do
desenvolvimento humano (modificado de STEINBERG et al., 2009).

1.2. Hemoglobinopatias

Mutacbes que afetam a taxa de sintese das cadeias globinicas causam as
talassemias, caracterizadas pelo desequilibrio quantitativo dessas cadeias, enquanto que
alteracdes na estrutura proteica das hemoglobinas, podendo interferir nas suas caracteristicas
fisico-quimicas, originam as hemoglobinas variantes (STEINBERG et al., 2001; BAIN, 2011).
Essas alteracdes de hemoglobinas, ou hemoglobinopatias, sdo consideradas as doencas genéticas
mais frequentes no mundo, abrangendo, sobretudo, o continente africano, americano, europeu e
extensas regides da Asia. Estima-se que haja mais de 270 milhdes de portadores de
hemoglobinopatias no mundo e que, aproximadamente, 60 mil criancas nascam, anualmente,
com talassemia e 250 mil com AF, resultando na estimativa de 2,4 criancas afetadas para cada

1.000 nascimentos (SIMOES et al., 2010).

A frequéncia de portadores de hemoglobinopatias no Brasil é variavel entre as
regides (1-12% aproximadamente) e depende da composicdo étnica da populacdo local
(BONINI-DOMINGOS, 1993; CANCADO; JESUS, 2007). A AF é a doenca hereditéria
monogénica mais comum do Brasil, ocorrendo predominantemente entre afrodescendentes e
possui distribuicdo heterogénea, sendo mais frequente nas populagdes dos Estados do Norte e

Nordeste do pais. Atualmente, estima-se que, aproximadamente, 30 mil brasileiros séo
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portadores da doenca falciforme (SIMOES et al., 2010). Tal cenario permite tratar essa doenca
como problema de satde pablica em nosso pais.
1.3. Anemia falciforme

A AF é uma anemia hereditéaria autossémica recessiva, causada por uma mutacao
pontual, do tipo transversdo, em que ha a troca de uma base purica (adenina) por uma pirimidica
(timina) no cddon do gene da B globina, resultando na substituicdo de um acido glutdmico por
uma valina na sexta posicdo da cadeia globinica (HBB:c.20A>T). Essa alteracdo produz uma
hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (Hb S), que possui caracteristicas fisico-
quimicas diferentes da hemoglobina adulta normal (Hb A) (FRENETTE & ATWEH, 2007;
SPARKENBAUGH & PAWLINSKI, 2013). Em condicbes de hipdxia, desidratacdo ou acidose,
as Hb S se polimerizam no interior do eritrdcito, devido a interagdo entre as cadeias Bl e p2 de
duas moléculas de hemoglobina, formando-se longos feixes de polimeros, que rompem a ligacéo
da membrana do eritrdcito com proteinas do citoesqueleto, resultando em protusfes na
membrana e modificacdo na arquitetura e flexibilidade dessa célula, culminando na formacao de
eritrécitos falciformes, que sdo menos flexiveis, mais aderentes ao endotélio e propensos a
hemdlise (ZAGO; PINTO, 2007; HEBBEL et al., 2009; REES et al., 2010).

A falcizacdo do eritrocito resulta, portanto, nos dois principais eventos
fisiopatolégicos da AF, a hemolise e a vaso-oclusdo (Figura 3). Além disso, mecanismos que
envolvem a ativacdo de leucocitos, celulas endoteliais e plagquetas, inducdo de mediadores
inflamatdrios, estresse oxidativo e diminui¢do da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), estdo
envolvidos nos complexos processos fisiopatoldgicos da doenca que, associados a fatores
genéticos e ambientais, modulam a diversidade de manifestacdo clinica que esses pacientes
podem apresentar, como: anemia, episodios de crises de dor, sindrome toracica aguda,
hipertensdo pulmonar, acidente vascular encefélico, priapismo, osteonecrose, Ulcera de perna e
insuficiéncia de multiplos 6rgdos (FRENETTE; ATWEH, 2007; STEINBERG, 2008; DRISS et

al., 2009; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009; AKINSHEYE; KLINGS, 2010; CONRAN).
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Figura 3. Representacéo esquematica dos eventos fisiopatoldgicos envolvidos na anemia falciforme (AF)
(modificado de REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Dentre essas complicagdes clinicas, a Ulcera de perna é uma condicdo debilitante e
frequente nesses individuos e alguns autores demonstraram que a etiologia dessa complicacdo
pode estar relacionada a eventos hemoliticos, tromboticos e angiogénicos (BALLAS et al, 2009;
LADIZINSKI et al, 2012).

1.4. Ulcera de perna na AF

A Ulcera de perna em pessoas com AF é uma condicdo dolorosa, debilitante e
persistente. E considerada uma das principais causas de internacio hospitalar e de diminuicio na
qualidade de vida desses individuos. Ocorrem, principalmente, na regido maleolar (figura 4),
devido a menor quantidade de gordura subcutanea e do fluxo sanguineo dessa regido, sendo mais
comum em homens do que em mulheres. Essas feridas podem ser 20 vezes mais resistentes ao

tratamento do que outros tipos de feridas em alguns desses individuos e, por esse motivo, alguns
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deles podem apresenta-las durante anos, caracterizando uma condicdo crénica (BAO et al., 2006;

BALLAS et al, 2009; MACMAHON et al, 2010; MINNITI, 2015).

Figura 4. Ulcera de perna, na regido maleolar, em pessoas com anemia falciforme (modificado
de MINNITI et al, 2015).

As Ulceras de perna em pessoas com AF podem surgir em decorréncia de uma
lesdo, em que apresenta dificuldades durante o processo de cura, ou espontaneamente, uma vez
que as caracteristicas fisiopatologicas da doenca sdo consideradas fatores de risco para o
desenvolvimento dessas feridas. Segundo alguns autores, a Ulcera de perna na AF esta associada
a um sub-fendtipo mais grave da doenca, em que o0s pacientes também apresentaram acidentes
vasculares encefalicos e problemas pulmonares (STEINBERG, 2005; MINNITI et al, 2013).

Alguns trabalhos evidenciaram que a ocorréncia da Ulcera esteve associada a um
quadro hemolitico grave, em que 0s pacientes apresentaram baixos niveis de hemoglobina (Hb),
niveis elevados de reticuldcitos (RET) e de bilirrubina indireta (BI), além de atividades
aumentadas das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) que,
segundo Gladwin et al (2013), sdo os principais marcadores que caracterizam o perfil de
hemolise na AF (NOLAN et al, 2006; KATO et al, 2007; BOWERS et al, 2013; MINNITI et al,
2013).

Nolan et al. (2006), em um estudo multicéntrico, que avaliou mais de 250

polimorfismos em genes moduladores da AF, encontrou relacdo entre a Ulcera de perna e alguns
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polimorfismos que regulam a angiogénese no processo de cura de feridas, indicando o
envolvimento dessa etapa como um fator de predisposi¢do a Ulcera de perna. Um estudo, em
fases iniciais, que avaliou o uso de drogas terapéuticas com efeitos angiogénicos, como o
butirato de arginina, demonstrou bons resultados no tratamento dessa complicacdo clinica, na
AF, reforcando a hipotese de que o equilibrio no processo angiogénico € de grande importancia
para 0 processo de cura dessas feridas. (MACMAHON et al, 2010). Estudos que avaliaram a
Ulcera cronica em pessoas com diabetes mostram que 0 prejuizo no processo de cura esta
associado, principalmente, a diminuicdo da angiogénese (BAO et al., 2006; RAM et al., 2016).

1.5. Principios basicos do processo de cura de feridas

A funcdo primaria da pele € servir de barreira contra ameacas externas (fisicas,
quimicas ou bioldgicas) que podem causar algum tipo de dano ao organismo. Eventualmente,
algumas lesdes podem ocorrer, ocasionando perda na integridade da pele, resultando na
formacédo de feridas. Em resposta a esse dano, inicia-se um complexo processo de cura, que pode
ser, resumidamente, dividido em trés etapas principais (FALER et al., 2006; MINNITI et al,
2015):

1. Fase inflamatdria: o dano no tecido causa extravasamento de sangue e 0

coagulo resultante fornece a matriz extracelular, facilitando a migracdo de
células para o local da lesdo. Essa etapa é marcada pela ativacdo de células
inflamatdrias, que migram para o local da lesdo e liberam uma série de
mediadores, citocinas e fatores de crescimento, que acentuam a inflamagéo e
iniciam a formacdo do tecido de granulagdo. Inicia-se nas primeiras 12 horas
apos a lesdo e dura de trés a cinco dias.

2. Fase proliferativa: € marcada pelo inicio da reepitelizagdo e formacdo do

tecido de granulagéo, caracterizado pela presenca de fibroblastos, deposigéo
de colédgeno e pelo processo de angiogénese (formacdo de novos vasos

sanguineos, a partir de vasos preexistentes), estabelecendo um conduto para
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chegada de nutrientes, oxigénio e outros fatores de resposta a cura. Inicia-se
no segundo dia apds a lesao e dura entre 10 e 12 dias.

3. Fase de maturacdo: nessa etapa ocorre um controle negativo do processo de

cura, com diminuicdo na deposicdo de colageno e de expressdo de fatores de
crescimento e citocinas inflamatorias, permitindo a maturacdo do tecido
recém-formado. Essa etapa tem duracdo de mais de 30 dias.

1.6. Citocinas e fatores de crescimento mediadores do processo angiogénico

A otimizacdo do processo de cura de feridas requer a integracdo organizada de
complexos eventos moleculares e celulares. Varios estudos demonstraram que algumas citocinas
e fatores de crescimento estdo envolvidos na regulacdo do processo de cura de feridas,
favorecendo o completo reparo do tecido (FALER; BAO, 2006; RAM et al., 2016).

O fator transformante do crescimento beta (TGF-B) é uma citocina proé-
inflamatdria de grande importancia nos processos angiogénicos, de reepitelizacdo e regeneragédo
de tecido conjuntivo, sendo considerado um fator importante para a manutencdo da homeostase
epidérmica (STEINBERG, 2009; PASTAR et al., 2010; BHAYAL et al., 2011). Estudos
recentes demonstraram que o TGF-3 é altamente regulado apds a ocorréncia de injdria e que, no
entanto, a cascata de sinalizacdo mediada por essa citocina é atenuada em casos de Ulcera venosa
crbnica, evidenciando, assim, que essa citocina pode coordenar os processos envolvidos na cura
dessas feridas (PASTAR et al., 2010).

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é uma citocina fundamental
para 0s processos angiogénicos. Possui cinco isoformas resultantes de splicing alternativo de seu
MRNA, com cadeias de 121, 145, 165, 189 e 206 aminoacidos, podendo ser encontradas
livremente no plasma ou associadas a membrana (DEHGHANIAN et al., 2014). Como
evidenciado por alguns trabalhos, essa citocina tem importante papel na fisiopatologia de
doencgas vasculares, devido a sua participagdo em vias envolvidas na formacdo de novos vasos

sanguineos, no auxilio para o recrutamento de celulas tronco em tecidos em processo isquémico,
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além de participar de vias que controlam as expressdes de oxido nitrico (NO) e de proteinas pro e
anti-apoptoticas (TAIMEH et al, 2013). Alguns estudos recentes tém evidenciado um importante
papel do VEGF nos processos de cura de feridas, devido a seus multiplos efeitos nos
componentes dessa cascata, como a angiogénese, reepitelizacdo, migracéao e proliferacao celular
e deposicdo de colageno (BAO et al., 2008; DEHGHANIAN et al., 2014). O VEGF é sintetizado
por varios tipos celulares que participam dos processos de cura da ferida, como células
endoteliais, fibroblastos, células da musculatura lisa, plaquetas, neutréfilos e macréfagos
(DEHGHANIAN et al., 2014).

Estudos recentes mostram que a expressdo génica do VEGF e do TGF-B sédo
aumentadas em resposta a hipdxia por influéncia do fator induzivel por hipéxia (HIF-1a), por
uma via dependente de NO (TAIMEH et al, 2013; RAM et al., 2016). No tecido danificado, a
tensdo de O diminui para niveis proximos a 6-7 mmHg apds cinco dias, valores bem abaixo dos
niveis normais, 45-50 mmHg, caracterizando uma condi¢do de hipoxia tecidual. Em decorréncia
desse quadro de hipdxia no tecido, eleva-se os niveis de HIF1A, promovendo a resposta
angiogeénica, que tem por objetivo restaurar a perfusdo do tecido e garantir o reparo da ferida
(BAO et al., 2006). No entanto, alguns estudos mostram que o desequilibrio no controle da
angiogénese, em diferentes condicdes, pode estar associado ao desenvolvimento de hipertensdo
pulmonar, retinopatia e Ulcera de perna (DUITS et al, 2006).

Evidéncias emergentes sugerem que um estado pro-angiogénico pode estar
associado a AF, o que poderia predispor esses pacientes ao desenvolvimento de complicacGes
clinicas como a ulcera de perna (LOPES et al., 2014). Por se tratar de um evento complexo e
multifatorial, a causa e os mecanismos que dificultam a cura dessa complicagéo clinica, na AF,
ainda é muito controverso. Dessa forma, evidencia-se a necessidade de estudos mais detalhados a
respeito dos mecanismos envolvidos na ocorréncia de ulceras de perna em pacientes com AF, a
fim de contribuir com o entendimento da etiologia dessa complicacao clinica e dos fatores que as

tornam resistentes a cura.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivo geral
Avaliar a presenca de marcadores hemoliticos e angiogénicos em pessoas com AF que

apresentem Ulcera de perna, a fim de contribuir com o entendimento a respeito dos mecanismos
envolvidos na ocorréncia dessa complicagdo clinica.
2.1. Objetivos especificos

- Caracterizacdo dos grupos quanto a presenca dos polimorfismos -509C/T do TGFB1 (rs
1800469), -2578 C/A do VEGF (rs 699947), e 1772C/T do HIF1A (rs 11549465), que afetam a
expressao das respectivas proteinas;

- Avaliacdo de marcadores hemoliticos como niveis de hemoglobina (Hb), lactato
desidrogenase (LDH), bilirrubina indireta (BI), aspartato aminotransferase (AST); e contagem de
reticulocitos;

- Avaliacdo dos niveis plasmaticos de VEGF, HIF-1a ¢ TGF-B nos grupos de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. Material e métodos
3.1. Casuistica
Foram analisadas 57 amostras de sangue periférico, colhidas em tubos contendo

EDTA 5% como anticoagulante, de pacientes com AF, de ambos 0s géneros, em
acompanhamento no Hemocentro do Rio de Janeiro (HEMORIO) — Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcante e do Hemocentro de S&o José do Rio Preto, apos
consentimento informado.

Apos a coleta das amostras e da consulta ao prontuario médico dos pacientes, feita
as analises iniciais e observados os critérios de inclusdo - idade superior a 10 anos, pois a Ulcera
de perna € uma condi¢cdo mais frequente a partir da segunda década de vida, e Ulcera ativa ha, no
minimo, 4 semanas - 0s grupos foram formados, de modo que, o grupo AFUP+ caracterizou-se
pela presenca de 24 pacientes com anemia falciforme (AF) que desenvolveram ulcera de perna
(UP+) e o grupo AFUP- foi constituido por 33 pacientes AF que ndo desenvolveram Ulcera de
perna em qualquer periodo da vida (UP-). Foram excluidos do estudo os individuos que haviam
recebido transfusdo sanguinea nos dois meses anteriores a coleta, pois essa condi¢cdo poderia

influenciar nos parametros avaliados.

3.2. Considerac0es éticas

Os sujeitos da pesquisa foram expostos somente a um risco considerado minimo,
caracterizado pela possibilidade de hematoma no local da puncdo. Todas as informacoes
fornecidas e os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram e serdo mantidos em sigilo
sendo que, estes ultimos, soO serdo utilizados para divulgagdo em reunides e revistas cientificas. A
analise dos prontuarios foi acompanhada pelos clinicos responsaveis pelos pacientes, e 0s
resultados dos testes laboratoriais foram enviados aos mesmos, para inclusdo em prontuarios e
orientagdo. O TCLE foi aplicado pelo pesquisador responsavel ou pela equipe de coleta do

HEMORIO, devidamente treinada para a atividade.
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3.3. Procedimentos experimentais
3.3.1. Caracterizacao das amostras
Todas as amostras passaram pelos testes de triagem laboratorial para

caracterizacdo do perfil de hemoglobinas e, posteriormente, 0s genotipos dos individuos foram
confirmados por biologia molecular. Os testes classicos de diagndstico, para direcionamento das
analises moleculares, estéo especificados a seguir.
e Analise da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)
Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram analisados ao microscopio O6ptico,
qguanto ao tamanho, forma e quantidade de hemoglobinas nos eritrocitos. Os resultados foram

divulgados segundo padronizacdo do LHGDH para cada um dos parametros avaliados:

- Alteracdes discretas (+).
- Alteragdes moderadas (++).
- Alteracdes acentuadas (+++).

- Células normais (N).

e Avaliacdo da resisténcia dos eritrécitos a hemolise (SILVESTRONI &

BIANCO, 1975)

Principio: Esta técnica avalia a resisténcia dos eritrocitos a hemolise. Resultados
positivos para este teste sdo encontrados em heterozigose para hemoglobina C e, principalmente,
em 97% dos casos de beta talassemia heterozigota, em que 0s eritrdcitos microciticos presentes

sd0 mais resistentes ao processo de hemolise.

Reagentes:

Solugéo Estoque NaCl a 10% pH 7,4:
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S INACH e raeae s 9,09
NBZHPOU oo oot 1,36 g.
T NAHZPOLHZO ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 0,28 g.
- AQUA JESHHAAA G.S.D. w.vvveeeeieceees ettt 100 mL.

Solucéo trabalho:

S INACT L0 oottt st rbe e e b e e e be e aaeere e 36 mL.
- AQUA AESEIIAAA G.S. «.veveveeeceeee e 1000 mL.
Procedimento:

Em um tubo de ensaio, foram colocados 2,0 mL de solugéo de NaCl a 0,36% e 10

uL de sangue total, com posterior agitagdo por inversdo. A leitura foi feita em até 10 minutos.
Interpretacéo:

O tubo de ensaio com a solucdo foi colocado a 2,0 cm de uma folha branca com
listras negras. Amostras negativas para o teste permitiram facil visualizacdo das listras, enquanto
amostras positivas ndo permitiram essa visualizacdo, ja que a resisténcia aumentada a hemadlise
torna a amostra opaca.

e Analise do padrdo de migracdo das Hb em eletroforese de pH alcalino

(MARENGO-ROWE, 1965)

Principio:

Técnica utilizada para qualificagdo e quantificacdo de Hb normais e grande parte

das anormais, com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.

Reagentes:
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Tamp&o TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6:

- Tris hidroximetil amiNOMEaN0 .........cccccveiieii i 10,2 g.
- Acido etilenodiamiNOtEtrACALICO ........ooveveeeeeeeee oottt e eee et e ee e, 0,6 g.
oo (o1 =70 1ol TR 3.290.
- AQUA AESEIIAAA .S w.vvvevveiececee et 1000 mL.

Corante Ponceau:

SPONCRAU S . 0,54g.
= ACTHO trICIOTOACELICO ..ottt ettt ettt ettt ettt et et et ettt eeeeeeens 500.
- AQUA JESHHAAA S, oottt 100 mL.
Solucéo descorante:

- ACIO ACALICO GIACIAN ... 100 mL.

= IMIBLANOL .. 50 mL.

- AQUA AESEIATA G.S.P w.vvvvereiceeeeeeee ettt 1000 mL.
Procedimento:

Apo6s estarem submersas em tampdo TEB, durante 15 minutos, as fitas de acetato de
celulose foram secas, com auxilio de papel absorvente. Apds esse procedimento, as fitas foram
colocadas na cuba de eletroforese e os compartimentos eletroliticos foram conectados com
auxilio de papel filtro. O hemolisado de Hb foi aplicado nas fitas de celulose com distancia de
1,0 cm da extremidade da fita que estava em contato com o pdlo negativo, recebendo 300 volts
por 30 minutos. As fracdes globinicas formadas foram, primeiramente, observadas sem qualquer
coloragéo sendo, depois, coradas com Ponceau. Para a coloracdo, as fitas foram submersas no
corante durante cinco minutos e, posteriormente, embebidas em solucdo descorante por 30

minutos.
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e Analise do padréo de migracéo das Hb em eletroforese de pH acido (VELLA,

1968)
Principio:
Técnica para diferenciar alguns tipos de Hb, que migram em posicdes semelhantes

na eletroforese em pH alcalino, e caracterizacdo semi-quantitativa de Hb F.

Reagentes:
Tampéo Fosfato pH 6,2 (Para uso nos compartimentos eletroliticos e confeccéo
do gel)
= INAZHP O o 2,02 g.
= NAH2PO4H20 ..o 7,66 g.
- AQUA AESEIIAAA .S, w.voeeveeeceee et 1000 mL.

Gel de Agar-Fosfato:
= AAGAI-A0AL ..ottt 500 mg.
- TampPao fOSTAtO PH 6,2......ccvieiiieiiiicie e 25 mL.

Procedimento:

Misturou-se o agar e o tampédo fosfato em um erlenmeyer de 250 mL até a
completa dissolucdo do primeiro. A mistura foi levada ao microondas para que o gel pudesse ser
formado. Pipetou-se 5,0 mL do gel em uma lamina de microscopio, deixando-as gelificar a
temperatura ambiente. Apos a gelificacdo, as amostras foram aplicadas na por¢do media da
lamina. Utilizou-se papel filtro para promover a conexdo entre o gel e os compartimentos
eletroliticos, passando 100 volts durante 30 minutos. As laminas foram coradas, com o corante

Ponceau, a fim de permitir melhor observacao e interpretacdo das fragdes de Hb obtidas.
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e Quantificacdo das fracbes de Hb por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD, 1999)
O equipamento utilizado foi 0 VARIANT (BIO-RAD) com Kit de anélise Beta
Talassemia Heterozigota. Este equipamento consiste na cromatografia de troca idnica em um
sistema fechado, no qual duas bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampdes de diluicdo,
com controles de gradientes pré-programados, passam pela coluna detectando as alteracdes de
absorbancia a 415 nm. O filtro secundario de 690 nm corrige a linha de base para efeitos
provocados pela mistura de tampdes com forgas idnicas diferentes. As mudancas na absorbancia
sdo0 monitoradas e exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de
andlise provenientes do detector sdo processados por um integrador embutido e impressos no
relatério da amostra de acordo com o tempo de retencdo. O tempo de retencdo é o tempo
transcorrido entre a inje¢do da amostra até o apice do pico da hemoglobina. Cada hemoglobina
tem um tempo de retencdo caracteristico. No final da anélise da amostra, uma cépia do

cromatograma e os dados do relatdrio sdo automaticamente impressos.
Procedimento:

Foram misturados, em um tubo, 5 puL de sangue total com 1,0 mL de solucéo
hemolisante, fornecida no kit de analise. Ap6s hemolise total dos eritrécitos, as amostras foram
acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento. Os procedimentos foram

realizados conforme a pré-programacao de leitura das amostras.

Interpretacéo:

A quantificacdo das diferentes fragcdes de Hb em cada amostra foi realizada a
partir dos valores de porcentagem e tempo de retencdo, comparada com os valores de calibracéo
especificos, fornecidos pelo fabricante, e emitidos em modelo préprio que incluiu valores
numericos e perfil cromatografico. Os valores de Hb A, considerados normais foram de 2,5 a

3,5% e os de Hb F até 1,0%, previamente estabelecidos pelo fabricante.
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e Extracdo do DNA (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 1989 modificado

por BONINI-DOMINGOS, 2006)

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos de sangue periférico, segundo a
técnica de extracdo por fenol-cloroformio e precipitagdo por etanol.

Principio:

Este método promove a extracdo de DNA de sangue periférico utilizando-se
fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. Neste procedimento, as proteinas contaminantes
sofrem desnaturacdo e sdo mantidas na fase orgénica ou na interface entre as fases organica e
aquosa, enquanto que os &cidos nucléicos permanecem na fase aquosa. A mistura de
fenol/cloroférmio é adicionado alcool isoamilico. A adicdo de etanol faz com que os sais e
outros solutos, como os residuos da extracdo com fenol/cloroférmio, permanegcam em solucéo,
enquanto os acidos nucléicos precipitam-se e podem ser separados facilmente por centrifugacao.
O DNA obtido deste processo de extracdo é adequado para aplicagdo em métodos de biologia

molecular como a amplificagdo por PCR.

Reagentes:

1. Solucdo de lise 1 para extracdo de DNA (tampdo utilizado na lise de células vermelhas):
= SACAIOSE 0,32 IM ..ot 10,95¢.
TS HCE L0 MM Lot ImL.
S IMOCL BMIM Lo 0,5 mL.
= THIEON 190 100X ..veivveieeieeiiesieeie e ste e e e e e e e e ste s e te e e sraesraeneesseenreeneennaenes 1mL.
- Agua ultrapura aUtoCIaVada .............coveeveevrveeiceeieceeee e 100 mL.

2. Solucdo de lise 2 para extracdo de DNA (tampdo utilizado na lise de células brancas):

= INACH 0,075 M .ottt 2,19 ¢.
- EDTA 0,02 M (solugéo estoque pH 8,0) ......cooverieiiiiiniiiieeieeee e 20 mL.
= AQUA UITAPUIA ..ot 500 mL.

3. Proteinase K (20 mg/mL):
= Proteinase K ... e 20 mg.

= AQUA UITAPUIA ..ottt sttt 1 mL.
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4. Cloroférmio/alcool isoamilico 24:1:

O 0] 1) {o] 1111 o USROS SOURPPPRURR 24 mL.

= A1COOI ISOAMITICO ..o 1mL.
5. SDS 10%:

=SS oo e 10g

= AQUA UITAPUIA ..ottt 100 mL.

6. Etanol 70% ;

7. Fenol;

8. KCI 2M:
- KCI (peso MOIECUIAr 74,55 ) .ocoieiiiieieieieriesie e 14,91 g.
- Agua ultra pura autoclavada g.S.p. ......ccoeevervreeereeercieee e, 100 mL.

Procedimento:

Cerca de 500 a 800 uL de amostras de sangue periférico, colhidas em tubos
contendo EDTA, foram colocados em tubos tipo eppendorf ® e o volume foi completado para
1,5 mL com solucdo de lise 1. Apds homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas por cinco

minutos a 6500 rpm.

O sobrenadante foi descartado, deixando-se aproximadamente 300 uL de pellet no
tubo, e a esse precipitado adicionou-se novamente solucdo de lise 1, até completar 1,0 mL. As
amostras foram agitadas até dissolucdo do pellet e descansaram por 10 a 15 minutos em
temperatura ambiente antes de serem centrifugadas novamente por cinco minutos a 6500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e esse procedimento de lavagem foi realizado mais uma vez.

Ao pellet foram adicionados 450 pL de solucéo de lise 2, 25 pL de SDS 10% e 5
pL de proteinase K (20 mg/mL). Ap6s homogeneizacdo, as amostras ficaram incubadas em
banho-maria a 37°C overnight ou a 42°C por trés horas. Apo6s o periodo de incubacdo, foram
adicionados 500 pL de fenol e as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 6500 rpm

durante cinco minutos.
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A fase superior foi transferida para outro tubo e foram adicionados 500 pL de
solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas por mais cinco minutos a 6500 rpm e o procedimento foi repetido por mais uma

VEZ.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 50 pL de KCL gelado e
foi adicionado 500 pL de etanol 100%, também gelado. O tubo foi invertido vérias vezes, até
ocorrer a precipitacdo do DNA, e centrifugado por 30 segundos a 14000 rpm. Descartou-se 0
sobrenadante e lavou-se 0 DNA, que ficou aderido ao tubo, com 200 pL de etanol 70% gelado.
As amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 14000 rpm, o sobrenadante foi descartado e
0s tubos passaram cerca de 15 minutos secando.

O DNA foi re-hidratado com 50 uL de agua ultra pura e ficou descansando
overnight em temperatura ambiente, para total solubilizacdo da amostra. As amostras foram

estocadas a -20°C para posterior analise.

e PCR-RFLP paraHb S (SAIKI et al., 1985)
A deteccdo da mutacdo foi realizada por PCR seguida de analise de restricdo. Os

primers utilizados para a amplificacdo, que envolvem o cddon 6, foram:

- primer sense P 277: 5> - GGCAGAGCCATCTATTGCTTA - 3’
- primer antisense P 278: 5° - ACCTTAGGGTTGCCCATAAC - 3’

Para cada tubo de reacdo foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

= HoO UIFAPUIA ...ttt et 14,3 uL;
= PrImMEr P 277 10 UM oottt et 1,5 uL;
= Primer P 278 10 M ..ottt 1,5 uL;
SANTP L25 MM oot 1,0 pL;
- TamPEO SEM MOCI2 ..ot 2,5 uL;
= MGCI2 50 MM ..o 3,0 uL;
- Tag POIIMETASE BU ....c.oiiiiiiiiiiicieee e 0,2 uL;

= DINA 150 NO/IL v eseseee e eeseeeees e seesesees 2,0 uL.
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A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:
Ciclo de 35 repeticdes:

- Desnaturagéo durante 30 segundos a 94°C.

- Anelamento durante 30 segundos a 55°C.

- Extens&o de 1 minuto a 72°C.

- Extensédo de 10 minutos a 72°C.

Apo6s a amplificagdo, o fragmento de 376 pb foi digerido a 37°C por cinco minutos. O
conteddo do mix para a reacdo de digestéo foi:

SH2O MIILQ oot 9,0 uL;
- Enzima Fast Digest Dde I (C{TNAG) ..cccoouieiieieeieceeieeeeceee et 1,0 uL;
- TaMPAO FaSE DIGEST ..c.vviiiieciieie e 1,0 uL;
- Produto da PCR ...c..ooiiiii e 5,0 uL.

A digestdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante

de 80 V por 30 minutos, e visualizada sob luz UV, ap6s coloragdo com brometo de etidio.

A mutagdo no codon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restri¢cdo, assim, apos
a digestdo, alelos normais geraram trés fragmentos: 201 pb, 88 pb e 87 pb; enquanto alelos

mutantes geraram dois fragmentos 288 pb e 88 pb.

3.3.2. Anadlise dos polimorfismos dos marcadores vasculares

Todas as amostras foram submetidas a testes moleculares, por PCR-RFLP, para
rastreamento dos polimorfismos -509C/T (TGFBL1), -2578 C/A (VEGF), e 1772C/T e 1790G/A

(HIF1A), segundo os protocolos a seguir.
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e PCR-RFLP para o polimorfismo -509C/T (TGFB1) (SILVERMAN et al.,
2004)

- primer sense TGFB1: 5* - CCGCTTCTGTCCTTTCTAGG - 3’

primer antisense TGFB2: 5’ - AAAGCGGGTGATCCAGATG - 3’

Para cada tubo de reacdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

H20 Mili Q oo 13,55 pL.
Tampao $em MQCLa ...cc.ooiiiiiecce e 2,5 uL.
MOCI2 50 MM .o 0,75 pL.
ANTP 5 MM i 2,0 uL.
PrimerTGFBL 10 UM .....ccociiiiiiiicceee e 2,0 pL.
PrimerTGFB2 10 UM ..o 2,0 uL.
Taq Polimerase SU ........cccoooveviieiiieniieieecieeieeee e 0,2 pL.
DNA 150 N@/HUL oo 2,0 puL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:
- Desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos

- Ciclo de 35 repeticdes

- Desnaturacgdo durante 30 segundos a 95°C.

- Anelamento durante 30 segundos a 60°C.

- Extens&o de 30 segundos a 72°C.

- Extensdo final durante 7 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 406 pb foi digerido de acordo com o protocolo:

H2O Mili Q cooeiiieeee e 8,5 uL.
Tampao Fast DIgeSt ......ccoveiiiiiieiie e 1,0 pL.
Enzima Fast Digest Bsu36 I (5’- CC{TNAGG -3’) .....c........ 0,5 pL.
Produto da PCR ... s 5,0 pL.

Digestédo em banho maria a 37°C por 5 minutos.

Na presenca do alelo C, foram originados dois fragmentos (223 pb e 183 pb),
enquanto a presenca do alelo T elimina o sitio reconhecido pela enzima de restri¢do, gerando
um fragmento (406 pb). Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2,0%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e visualizado sob luz UV, ap6s coloragdo

com brometo de etidio.
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e PCR-RFLP para o polimorfismo -2578C/A (VEGFA)
- primer sense VEGFA1: 5’ - GGATGGGGCTGACTAGGTAAGC - 3’
- primer antisense VEGFA2: 5° - AAGCCCCTTTTCCTCCAAC -3’

Para cada tubo de reacdo, foi preparada a seguinte mistura, com volume final de 25 pL:

H2O Mili Q oo 11,6 uL.
Tampao sem MQCl2 ..o 2,5 uL.
MQCl2 50 MM ..o 1,0 pL.
DMSOL00%0 ....covvviierieiesieiee et 0,7 uL
ANTP 5 MM i 2,0 pL.
PrimerVEGFATL 10 UM ....cooiiiiieieeceeeeeee et 2,5 L.
PrimerVEGFA2 10 UM ...oooiiiiiieieieieeeeeeeeie e 2,5 uL.
Tag Polimerase SU ........ccccceiieiiiiie e 0,2 uL.
DNA 150 N@/HUL oo 2,0 puL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes de ciclagem:
- Desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 35 repeticdes
- Desnaturacgéo 30 segundos a 95°C.
- Anelamento durante 30 segundos a 64°C.
- Extensdo de 30 segundos a 72°C.

- Extensdo final durante 5 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento gerado foi de 324 pb. O conteido do mix para a

reacdo de digestdo foi:

H20 Mili Q oo 8,5 uL.
Tampao Fast DIgESt .......cccvviiririiieiee e 1,0 pL.
Enzima Fast Digest BglIII (5°- A|GATCT -3°) eoevvverveene. 0,5uL.
Produto da PCR .....cooiiiiiiceeeeeeeeee e 5,0 uL.

Digestdo em banho maria por 5 minutos a 37°C

Na presenca do alelo C, a enzima ndo reconhece o sitio de restri¢do e, portanto,
observa-se apenas o amplificado de 324 pb. O alelo mutante A cria um sitio de corte para a
enzima, gerando dois fragmentos (202 pb e 122 pb). Os fragmentos foram analisados por
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eletroforese em gel de agarose a 2,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e

visualizado sob luz UV, apés coloragdo com brometo de etidio.

e PCR-RFLP para os polimorfismos 1772C/T (HIF1A)
- primer sense HIF1A1: 5> - AAGGTGTGGCCATTGTAAAACTC - 3’
- primer antisense HIF1A2: 5° - GCACTAGTAGTTTCTTTATGTATG - 3°

Mistura preparada para cada tubo de reagcdo com volume final de 25 pL:
H20 Mili Q .o
Tampao SeM MQCI2 ...ocvvvviiiiieceee e
MOCI2 50 MM .ot
DMSO 100%0 .ottt
ANTP 5 MM s
Primer HIFLAL 10 M oo
Primer HIF1A2 10 UM ...oooviiiiieieeceeeeeeeee e
Taq Polimerase SU ...
DNA 150 n@/HL oo

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicdes:

- Desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos
- Ciclo de 30 repeticdes

- Desnaturacgdo durante 30 segundos a 95°C.
- Anelamento durante 30 segundos a 64°C.
- Extens&o de 30 segundos a 72°C.

- Extenséo final durante 5 minutos a 72°C.

Apos a amplificacéo, o fragmento de 346 pb foi digerido de acordo com o protocolo:

Digestdo para identificacdo da mutacdo 1772C/T

Tampao Fast DIgESt .......cccvvieiiieieiesiee e
Enzima Fast Digest Tsp451 (5°- |GTSAC -3”) ccccvveevveienns
Produto da PCR .......c.ccoeiiiiieiicieeeeeeee e

Digestdo em banho maria a 37°C por 5 minutos.
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Para o polimorfismo 1772C/T, na presenca do alelo C, foram originados trés
fragmentos (124 pb, 139 pb e 83 pb), enquanto o alelo T elimina um dos sitios reconhecidos pela
enzima de restri¢do, gerando, entdo, apenas dois fragmentos (263 pb e 83 pb). A visualizacdo dos
fragmentos digeridos foi realizada em gel de agarose a 2,5% submetido a eletroforese sob

corrente constante de 80 V por 35 minutos, e corado com brometo de etidio.

3.3.3. Avaliacdo dos niveis de proteinas relacionadas a angiogénese por Western
Blotting

As amostras de plasma dos pacientes, que estavam armazenadas em freezer (-

80°C), foram diluidas 10 vezes em solucdo fisioldgica para a quantificacdo de proteina total, pelo

método de Bradford/BSA. Apds essa quantificacdo, cada amostra foi diluida, em solucéo

fisioldgica, para chegar a uma concentracdo final de 1 ug/ml. Posteriormente, 30 ul da amostra

foram misturadas a 30 ul do tampédo de amostra (Laemmli sample buffer), para serem aplicadas
em um gel de poliacrilamida, com 12% de concentragéo.

Foram aplicados aproximadamente 10 ug de proteina total em cada poco do gel,
sendo a corrida realizada a 150 V por 1 hora e 30 minutos. Apés a separacdo das proteinas no
gel, elas foram transferidas para a membrana de fluoreto polivinilideno (PVDF), em 100 V por 1
hora e 30 minutos. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de BSA em T-TBS
para, posteriormente, ser colocada para reagir com um dos anticorpos primarios, sendo eles:
mouse monoclonal Anti-VEGF antibody (0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA), mouse monoclonal
Anti-TGFB1 antibody (10 ug/ul, Sigma-Aldrich, USA), rabbit monoclonal Anti-HIF1A antibody
(1 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA) e mouse monoclonal Anti-GAPDH antibody (2 mg/ml, Abcam,
USA).

Apds a incubagdo overnight com os anticorpos primarios, a membrana foi
incubada com seu respectivo anticorpo secundario, Goat anti-mouse IgG-AP ou Goat anti-rabbit
1gG-AP (1 mg/ml, BioRad, USA), por 1 hora. Ap6s a incubagcdo com os anticorpos, a membrana
foi submetida a coloracdo por método quimioluminescente (kit AP da BioRad) e a detec¢édo das
bandas foi feita pelo software ImageLab (BioRad, USA). A identificagdo das proteinas de
interesse foi realizada levando em consideragdo o tamanho de cada proteina, sendo assim:
VEGFAL1 foi identificado pela banda proxima a regido de 42 kDa; o TGFBL. foi identificado pela
banda proxima a regido de 25 kDa; o HIF1A, pela banda de aproximadamente 132 kDa; e, por
fim, GAPDH, pela banda de aproximadamente 37 kDa. A intensidade de cada banda foi
guantificada por densitometria e o valor encontrado para cada proteina foi normalizado pelo
valor de GAPDH correspondente.
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3.3.4. Anélise dos marcadores de hemolise
As informacdes sobre os dados hemoliticos dos pacientes foram obtidas por meio
da consulta a seus prontuarios médicos. As analises foram realizadas pelos laboratorios dos
hemocentros, onde foram coletadas as amostras de sangue. A dosagem de hemoglobina foi feita
por método colorimétrico (Cell-Dyn Ruby), enquanto que os parametros bioquimicos como
LDH, AST e BI foram medidos pelo método 2,4 — diclorofenil diazonio (Beckman coulter
AV680). Os dados coletados nos prontuarios médicos sdo referentes ao periodo da coleta de

sangue total.

3.3.5. Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 pacote estatistico
Statistica 7.0 (Statsoft Inc.), GraphPad Prism 5 e SNPassoc R package (R software v. 3.1.1). Os
dados foram expressos como média + erro padrdo e foram testados para distribuicdo normal
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os dados também foram testados para homogeneidade das
variancias pelo teste de Levene. A verificacdo da influéncia do genéro e do uso de medicacao
especifica sobre os valores dos marcadores hemoliticos foi realizado por meio do teste de
ANOVA one-way. As médias entre os grupos foram comparados pelo test t ou ANOVA seguida
do teste post hoc de Bonferroni para dados paramétricos, e os testes de Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de post hoc de Dunn para os dados ndo paramétricos. Para a
analise das frequéncias genotipicas e alélicas foi realizado o teste de Chi-quadrado,
complementado pelo teste de exato de Fisher. Um teste de regressdo logistica multivariada foi
realizado para avaliar o risco ou protecdo conferida aos alelos, ajustando para caracteristicas que
poderiam influenciar a analise. Foi feito um teste de regressao linear multivariada, ajustado para
variaveis que poderiam interferir a analise, para verificar o grau de associacao entre as proteinas
estudadas. Para comparacdo entre os niveis das proteinas avaliadas foi realizado um teste de
regressao logistica multivariada, ajustada para variaveis que poderiam interferir na anélise. O

nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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4. Resultados
4.1. Caracterizacao das amostras

Das 57 amostras de sangue coletadas de pessoas com AF, 34 (60%) eram do sexo
feminino e 23 (40%) do sexo masculino. Desse total de amostras, 24 (42,1%) foram de pacientes
que estavam com Ulcera de perna ativa no momento da coleta e, dessa forma, compuseram o
grupo de estudo (AFUP+); e 33 amostras (57,1%) foram de pacientes que ndo apresentavam
Ulcera de perna no momento da coleta e que ndo possuiam histérico dessa complicacéo clinica ao
longo da vida, caracterizando o grupo AFUP-. As caracteristicas gerais dos grupos, como a
porcentagem de individuos de cada género e as medianas das idades, estdo detalhadamente
demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo dos grupos em estudo.

AFUP+ AFUP-
Caracteristicas
n=24 n=33
Idade 40 (13 -63) 19 (11 - 56)
Sexo [n (%)]
Feminino 14 (58,3) 20 (60,6)
Masculino 10 (41,7) 13 (39,4)

Idade: mediana, idade minima e maxima. AFUP+: pessoas com anemia falciforme e Ulcera de perna /
AFUP-; pessoas com anemia falciforme e sem Glcera de perna.

4.2. Marcadores hemoliticos

Sabendo da influéncia que o género e o uso de hidroxiureia (HU) poderiam ter
sobre os valores dos marcadores hemoliticos avaliados, uma analise prévia foi feita para verificar
se, de fato, essas varidveis estariam influenciando os resultados em nossos grupos. Para isso, foi
feito um test t de Student para avaliar, separadamente, se 0 género ou o0 uso de HU
influenciariam os resultados obtidos e, posteriormente, uma ANOVA one-way para saber se a
combinacdo das varidveis poderia influenciar nesses resultados. Nenhuma das analises foi
estatisticamente significativa, sendo assim, género e uso de HU néo interferiram em nossos

resultados.
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A avaliacdo dos marcadores hemoliticos entre os grupos do nosso estudo,
demonstrou que as pessoas com AF e Ulcera de perna apresentaram anemia mais grave (p <
0,01), indicada pelos valores de Hb entre os grupos AFUP+ (7,36 + 0,25g/dL) e AFUP- (8,11 +
0,17g/dL), sendo que essa diminuicdo ndo foi acompanhada pelos demais marcadores de
hemolise. Assim, LDH e RET néo apresentaram diferencas significativas entre os grupos (p >
0,1), enquanto que a AST e a BI foram menores no grupo AFUP+ (p < 0,01), como demonstrado
na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliagdo dos marcadores de hemdlise entre os grupos AFUP+ e AFUP-.

Marcadores AFUP+ N AFUP- N
hemoliticos x+EP x+EP >
Hb (g/dL) 7,36 + 0,25 19 8,11 +0,17 31 <0,01

LDH (U/L) 421,8+322 16 632,9 77,4 27 0,19

AST (U/L) 30,06 +254 18 42,38 +3,48 29 <001

Bl (mg/dL) 145+022 16 2,73 +0,27 24 <001
RET (%) 9,96+0,94 10 10,7 +1,70 19 0,99

x+EP: média + erro padrdo. AFUP+: pessoas com anemia falciforme e Glcera de perna / AFUP-: pessoas
com anemia falciforme e sem Ulcera de perna. Hb: hemoglobina / LDH: lactato desidrogenase / AST:
aspartato aminotrasnferase / BI: bilirrubina indireta / RET: valor relativo de reticulécitos. Testes
estatisticos utilizados: teste t, para dados paramétricos, e Mann-Whitney, para dados ndo paramétricos.
Nivel de significancia adotado p < 0,05.

4.3. Avaliacdo dos polimorfismos genéticos relacionados a angiogénese

Em relacdo aos marcadores genéticos, avaliamos as frequéncias genotipicas e
alélicas de cada polimorfismo e fizemos um teste de Chi-quadrado para verificar se havia
alguma diferenca nas frequéncias entre os grupos com e sem ulcera de perna. Nenhuma diferenca

estatisticamente significativa foi observada, como demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -2578C/A no gene VEGFA, -
509C/T no gene TGFp1 e -1772C/T no gene HIF Il a, observadas nos grupos em estudo, pelo teste
de Chi-quadrado.

Polimorfismo AFUP+ AFUP- P
VEGFA1 -2578C > A (rs 699947)
Genotipo N (%) N (%)
C/IC 12 (50) 9 (37,5)
CIA 12 (50) 12 (50)
A/A 0 (0) 3(12,5) 0,54
Alelo N (FA) N (FA)
C 37 (0,7) 30 (0,6)
A 12 (0,3) 18 (0,4)
TGFBI —509C > T (rs 1800469)
Gendtipo N (%) N (%)
C/IC 14 (58,3) 17 (53,1)
CIT 8 (33,3) 12 (37,5)
TIT 2 (8,4) 3(9,4) 0,25
Alelo N (FA) N (FA)
C 36 (0,7) 46 (0,7)
T 12 (0,3) 18 (0,3)
HIFlo—1772C > T (rs 11549465)
Genotipo N (%) N (%)
CIC 21 (84,0) 27 (68,0)
CIT 2 (16,0) 5 (15,6)
T/T 0 (0,0) 1(3,4) 0,12
Alelo N (FA) N (FA)
C 44 (0,9) 46 (0,7)
T 4(0,1) 18 (0,3)

FA: Frequéncia Alélica. Testes estatisticos utilizados: Chi-quadrado e exato de Fisher. Nivel de
significancia adotado: p<0,05.

Posteriormente as analises de frequéncias genotipicas e alélicas, foi realizada uma
analise de regressdo logistica multivariada para avaliar a relacdo de risco ou protecdo conferida
a cada alelo dos trés polimorfismos avaliados, ajustando a anélise para a idade e 0 género, fatores
que influenciam as chances de risco de ocorréncia de ulcera de perna, por se tratar de uma
condicdo mais frequente em homens do que em mulheres e, comumente, a partir dos 10 anos de
idade. Todos os modelos testados estdo detalhadamente demonstrados na Tabela 4, sendo que

nenhum deles mostrou relagdo significativa com o risco de ter tlcera de perna nesses individuos.
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Tabela 4. Associacdo dos polimorfismos -2578C/A no gene VEGFA, -509C/T no gene TGFpI e -
1772C/T no gene HIF1a, com a Ulcera de perna em individuos com AF. Utilizando regressao logistica
multivariada, ajustada para o género e idade.

VEGFA1 -2578C > A (rs 699947) AFUP+  AFUP-
Modelo Genotipo N (%) N (%) OR P
C C/C 12 (50) 9(37,5)
C/IA 12 (50) 12 (50)  0,75(0,23-2,44) 0,10
C/IC 0(0) 3(12,5)
D C/IC 12 (50) 9(37,5)
0,59(0,19-1,88) 0,37
C/IA-AIA 12 (50)  15(62,5)
R A/A 0(0) 3(12,5) 0.04
CIC-A/A 24 (100) 21(87,5) '
H CIA 12 (50) 12 (50)
0,98(0,31-3,06) 0,97
CIC-A/A 12 (50) 12 (50)
TGFpI —509C > T (rs 1800469) AFUP+  AFUP-
Modelo Gendtipo N (%) N (%) OR P
C C/IC 12 (50) 17 (53,1)
CIT 12 (50) 12(37,5) 0,79(0,25-2,50) 0,91
TIT 0 (0) 3(9,4) 0,80(0,12-5,51)
D C/IC 14 (58,3) 17 (53,1)
0,79(0,27-2,33) 0,67
CIT-TIT 10 (41,7) 15(46,9)
R TIT 2(8,3) 3(9,4)
C/C-CIT 22 (91,7) 29(90,6) 0,88(0,14-5,73) 0,89
H CIT 8(33,3) 12(37,5)
CIC-TIT 16 (66,7) 20(62,5) 0,81(0,26-2,50) 0,72
HIFla—1772C > T (rs 11549465) AFUP+ AFUP-
Modelo Gendtipo N (%) N (%) OR P
C C/C 21(91,3) 27(81,8)
CIT 2(8,7) 5(15,2) 0,52(0,09-2,94) 0,43
TIT 0 (0) 1(3,0)
D CIC 21(91,3) 27(81,8)
0,43(0,08-2,34) 0,30
CIT-TIT 2(8,7) 6 (18,2)
R TIT 0@ 1(3,0
©) 30) _ 030
C/C-CIT 23 (100) 32(97,0)
H CIT 2(8,7) 5(15,2)
0,53(0,09-3,02) 0,46
CIC-TIT 21(91,3) 28(84,8)

C: modelo codominante; D: modelo dominante; R: modelo recessivo; H: modelo heterozigoto. Nivel de
significancia adotado: p<0,05.
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A analise de interacbes entre os polimorfismos também foi realizada e nao
produziu informac6es adicionais além das que foram obtidas pela analise individual de cada

polimorfismo.

4.4. Avaliacdo da expressdo de proteinas relacionadas ao processo angiogénico

Inicialmente, para avaliarmos os niveis das proteinas entre os individuos
estudados, foi realizado um teste de regressao logistica multivariada para verificar se 0 género
ou a idade poderiam influenciar os valores observados entre os grupos. Foi verificado que, nos
pacientes com Ulcera de perna, o género e a idade dos individuos influenciaram na expressdo
proteica e, dessa forma, todas as analises seguintes foram ajustadas para essas caracteristicas.

Com relacgdo a influéncia dos polimorfismos na expressao das proteinas estudadas,
foi observado maior expressdo de VEGFAL (p = 0,03) nos individuos com gendtipo selvagem
(14,1 + 1,30), no grupo AFUP+, quando comparados aos individuos com a presenga do alelo
mutante (12,7 + 1,04). Ndo houve diferengas estatisticas para os demais polimorfismos em
nenhum dos grupos estudados. Para essa andlise, foi realizado um teste de regressdo logistica
multivariada, ajustado para género e idade, para os grupos AFUP+ e AFUP-, apresentadas nas
tabelas 5 e 6, respectivamente.

Na tabela 5, em decorréncia da auséncia de individuos AFUP+ com o genétipo
mutante para 0 VEGFALl (AA) e para o HIF1A (TT), os modelos que utilizam o gend6tipo
mutante para a analise - dominante (D), recessivo (R) e heterozigoto (H) - ndo foram realizados.
Por motivos técnicos, como a falta de material biologico para analise de sintese proteica, para
alguns individuos, mesmo tendo sido feito a analise dos polimorfismos, ndo foi realizada a
avaliacdo dos niveis das proteinas relacionadas a angiogénse. Dessa forma, na tabela 6, por
termos avaliado apenas individuos AFUP- com o genotipo selvagem (CC), em decorréncia da
auséncia de individuos com o gendtipo mutante (TT) e da avaliagdo dos niveis das proteinas para

os individuos CT, ndo foi possivel analisar nenhum dos modelos para esse polimorfismo.
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Tabela 5. Regressdo logistica multivariada para verificar a influéncia dos gendtipos nos niveis das

proteinas relacionadas a angiogénese, nos pacientes com Ulcera de perna, corrigido para género e idade.

VEGFAl em AFUP+

Niveis da proteina

Modelo Genotipo N IC p
média £ EP
C CC 10 14,1+£1,30
(-2,86 -0,28) 0,03
CA 9 12,7+ 1,04
TGFB1 em AFUP+
_ Niveis da proteina
Modelo Genotipo N IC p
média + EP
C CC 11 10,93 £ 1,50
CT 6 13,86 £ 0,45 (-2,89 4,74) 0,89
TT 1 14,75 + 0,00 (-6,48 7,70)
D CC 11 10,93+ 1,50
0,63
CT-TT 7 13,9+ 0,40 (-2,63 4,38)
R CC-CT 17 11,9+£1,02
0,94
1T 1 14,75 £ 0,00 (-6,49 6,94)
H CC-TT 12 11,25+ 1,40
0,64
CT 6 13,86 £ 0,45 (-2,74 4,45)
HIF1A em AFUP+
Niveis de proteina
Modelo Genotipo N IC p
média + EP
C CC 15 1,43 +£0,23
0,23
CT 12 2,68+1,61 (-0,55 2,43)

C: modelo codominante; D: modelo dominante; R: modelo recessivo; H: modelo heterozigoto. AFUP+:
pessoas com anemia falciforme e Glcera de perna. AFUP-: pessoas com anemia falciforme sem a presenca
de Ulcera de perna. N: nimero de individuos. IC: intervalo de confianga. Dados apresentados como média
+ EP (erro padréo). Nivel de significancia adotado: p<0,05.
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Tabela 6. Regressdo logistica multivariada para verificar a influéncia dos gendtipos nos niveis das

proteinas relacionadas a angiogénese, nos pacientes sem Ulcera de perna, corrigido para género e idade.

VEGFAl em AFUP-

Niveis da proteina

Modelo Genotipo N IC p
média £ EP
C CcC 5 9,51+0,81
CA 5 8,51 + 0,58 (-2,49 1,46) 0,43
AA 1 7,45 + 0,00 (-6,50 1,18)
D CcC 5 9,51+0,81
0,40
CA-AA 6 8,34 £ 0,50 (-2,73 1,03)
R CC-CA 10 9,01 +0,50
0,21
AA 1 7,45+ 0,00 (-6,04 1,09)
H CC-AA 6 9,16 + 0,74
0,80
CA 5 8,51+ 0,58 (-2,321,79)
TGFB1 em AFUP-
Niveis da proteina
Modelo Genotipo N IC p
média £ EP
C CcC 8 5,85+ 1,60
CT 8 5,56 + 1,74 (-1,74 6,72) 0,20
1T 1 3,44 + 0,00 (-14,35 2,38)
D CcC 8 5,85+ 1,60
0,67
CT-TT 9 535+1,55 (-3,29 5,15)
R CC-CT 16 570+1,14
0,16
TT 1 3,44 + 0,00 (-14,81 2,07)
H CC-TT 9 558+ 1,43
0,24
CT 8 5,56 + 1,74 (-1,65 7,10)

C: modelo codominante; D: modelo dominante; R: modelo recessivo; H: modelo heterozigoto. AFUP+:
pessoas com anemia falciforme e Glcera de perna. AFUP-: pessoas com anemia falciforme sem a presenca
de Ulcera de perna. N: nimero de individuos. IC: intervalo de confianca. Dados apresentados como média

+ EP (erro padrdo). Nivel de significancia adotado: p<0,05.
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Com o intuito de evidenciar se a diferenca observada na expressdo proteica entre
0s genotipos de VEGFAL era exclusiva dos individuos com ulcera de perna (AFUP+), como
demonstrado na tabela 5, foi realizado um teste de regressao logistica multivariada, ajustado
para género, idade e presenca de Ulcera de perna. Os resultados obtidos mostram que 0 genotipo
selvagem (CC), do polimorfismo VEGFA1, aumenta significativamente (p < 0,01) os niveis de
expressao da proteina VEGFAL. Nao foram observadas diferencas na expressao proteica entre 0s

demais genotipos dos outros polimorfismos estudados, como demonstrado na tabela 7.

Para verificar se 0s niveis das proteinas estudadas diferiam entre os grupos
AFUP+ e AFUP-, independentemente do geno6tipo dos polimorfismos que poderiam modular sua
expressao, foi realizado um teste de regressdo logistica multivariada, ajustado para género,
idade e presenca dos polimorfismos, como demonstrado na figura 5. De acordo com essa analise,
os niveis de VEGFAL apresentam-se 1,5 vezes mais elevados em pacientes com Ulcera de perna
do que nos pacientes sem essa complicacdo clinica (p < 0,01). Além disso, os niveis de TGFB1
também estdo elevados, cerca de 2,3 vezes mais, no grupo de pacientes com Ulcera de perna do

gue no grupo de pacientes sem essa complicacao clinica (p < 0,01).

Para verificar a existéncia de relacdo na expressdo proteica entre as proteinas
avaliadas, foi realizado um teste de regressao linear multivariada, ajustado para género, idade e
presenca de Ulcera de perna, em que foi possivel observar uma relagéo inversa entre os niveis das
proteinas HIF1A e TGFB1 (p < 0,01). As demais proteinas ndo apresentaram relacdo

estatisticamente significativa, VEGFAL x HIF1A (p = 0,54) e VEGFAL x TGFB1 (p = 0,36).
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Tabela 7. Regressdo logistica multivariada para verificar a influéncia dos gendtipos nos niveis das
proteinas relacionadas a angiogénese, corrigindo para género, idade e presenca de Ulcera de perna.

VEGFA1
_ Niveis da proteina
Modelo Genotipo N média + EP IC P
C CC 15 12,56 + 0,69
0,02
CA 13 11,05+ 0,65 (-2,31-0,29)
AA 1 7,45+0,00 (-5,62 0,20)
D cC 15 12,56 + 0,69
<0,01
CA-AA 14 10,79 £ 0,66 (-2,38 -0,42)
R CC-CA 28 11,86 + 0,49
0,19
AA 1 7,45+ 0,00 (-5,40 1,00)
H CC-AA 16 12,24 £0,72
0,03
CA 13 11,05 £ 0,65 (-2,22 -0,13)
TGFB1
_ Niveis da proteina
Modelo Gendtipo N média + EP IC p
C cC 19 8,79+1,22
CT 14 9,11+1,50 (-2,51 4,45) 0,85
TT 2 9,09 +5,65 (-5,77 7,40)
D cC 19 8,79+ 1,22
0,57
CT-TT 16 9,11 + 1,40 (-2,30 4,18)
R CC-CT 33 8,93+0,93
0,88
TT 2 9,09 + 5,65 (5,92 6,84)
H CC-TT 21 8,82+1,16
0,60
CT 14 9,11 + 1,50 (-2,47 4,24)
HIF1A
Niveis de proteina
Modelo Gendtipo N média + EP IC p
C CC 32 2,00+0,24
0,29
CT 2 2,68 +1,61 (-0,98 3,29)

C: modelo codominante; D: modelo dominante; R: modelo recessivo; H: modelo heterozigoto. AFUP+:
pessoas com anemia falciforme e Glcera de perna. N: nimero de individuos. IC: intervalo de confianca.
Dados apresentados como média + EP (erro padrdo). Nivel de significancia adotado: p<0,05.
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Figura 5. Resultado de analise por regressédo logistica multivariada, ajustada para género, idade e presenca dos polimorfismos, para avaliar a
existéncia de diferencas na expressao proteica, das proteinas relacionadas a angiogénese, entre os grupos AFUP+ e AFUP-. UP+: pacientes com
anemia falciforme e presenca de Ulcera de perna. UP-: pacientes com anemia falciforme sem ulcera de perna. Niveis das proteinas, em unidades
arbitrarias (u.a.), por meio da técnica de western blotting. Nivel de significancia adotado: p<0,05.
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5. DISCUSSAO
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5. Discusséo

Os estudos gque visam compreender a ulcera de perna na AF sdo antigos, levando
em consideracdo que o primeiro caso de AF descrito na literatura inglesa, ha mais de 100 anos,
era de um paciente com Ulcera de perna (HERRICK, 1910; MINNITI et al., 2015). No entanto,
mais de um século depois, essa questdo permanece mal compreendida. Esse trabalho avaliou, por
meio de marcadores especificos, a influéncia da hemolise e da angiogénese na Ulcera de perna
em pessoas com AF, complicacao clinica frequente nesses individuos e de causa multifatorial.

Muitos trabalhos buscaram avaliar a influéncia da hemdlise na Glcera de perna de
pessoas com AF, sendo que a grande maioria deles encontrou uma relacdo entre o risco de
desenvolver a Ulcera de perna com a gravidade da anemia hemolitica do individuo. Assim,
pacientes com Hb baixa e 0s demais marcadores elevados (LDH, Bl, RET e AST) sdo
considerados grupo de risco para o desenvolvimento de Ulcera de perna (KATO et al., 2007;
NOLAN et al., 2006). Esses achados fortalecem a proposta de alguns autores que classificam a
Ulcera de perna como pertencente a um subfenotipo hemolitico, juntamente com acidente
vascular encefalico (AVE), priapismo e hipertensdo pulmonar (STEINBERG, 2001; OHENE-
FREMPONG et al, 1998; SARNAIK & BALLAS, 2001).

Os resultados obtidos com os marcadores de hemolise, neste trabalho (Tabela 2),
mostraram que, de fato, os pacientes com Ulcera de perna apresentam anemia mais grave,
representada pela diminui¢do dos valores de Hb, em comparacdo com o0s pacientes que nédo
possuem essa complicacdo clinica. No entanto, diferentemente do que € apontado pela literatura,
ndo foi notado, em nosso grupo, diferencas estatisticas nos valores de LDH e RET e, além disso,
Bl e AST apresentaram-se diminuidos nos pacientes com Ulcera de perna.

Existem algumas razbes que podem explicar essa variagdo observada em nossos
dados com relacdo ao que é proposto na literatura. Segundo Minniti et al (2015), existem trés
padrdes distintos de Ulcera de perna nas pessoas com a AF: a Ulcera Unica, experimentada por

aproximadamente metade dos pacientes com Ulcera de perna, que desenvolvem uma Unica Ulcera
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ao longo de suas vidas e que é cicatrizada em alguns meses de tratamento; Ulceras recorrentes,
caracterizadas por pequenas ulceras que reaparecem a cada 6 ou 12 meses, durante anos; €, por
fim, as Ulceras crénicas, recorrentes e debilitantes, que permanecem abertas por anos e
reaparecem no mesmo local ou em regides proximas. De acordo com os autores, cada um desses
padrdes apresentam uma taxa hemolitica especifica que, de certa forma, poderia determinar a
complexidade da manifestacao clinica. Por se tratar de uma distingdo proposta recentemente na
literatura, esse tipo de caracterizacdo das Ulceras ainda ndo foi adotado pelos servicos em que
foram realizadas as coletas das amostras, sendo essa informacéo de dificil acesso nos prontuarios
médicos. Assim, ndo sabemos em quais grupos estariam inseridos os pacientes com ulcera de
perna do nosso estudo, o que poderia, de certa forma, ter influenciado os resultados de hemolise
encontrados.

Outra possivel explicacdo para a variacdo encontrada em nossos dados de
hemolise € que a maioria dos artigos disponiveis na literatura, que estudaram essa complicacao
clinica em pessoas com AF, ndo fez a distingdo entre pacientes com Ulcera ativa e histérico de
Ulcera, sendo muito comum, em alguns trabalhos, agruparem essas duas condi¢des em uma Unica
categoria, sendo considerada como presenca de Ulcera de perna (CONNES et al, 2013; MINNITI
et al., 2015). Neste trabalho, foi considerado para compor o grupo com ulcera de perna apenas
pessoas com Ulcera ativa, 0 que pode ter contribuido para a diferenca observada em nosso
estudo.

A Ulcera de perna em pessoas com AF, na grande maioria das vezes, € resultante
de algum trauma que, por caracteristicas multifatoriais ainda desconhecidas, enfrenta certa
resisténcia a cura (MINNITI et al., 2015; MACMAHON et al, 2010). Sabe-se que a angiogénese
€ uma etapa crucial para o processo bem-sucedido de cura da ferida e que a falta dela é um
importante fator para o desenvolvimento de ulceras cronicas (BREM et al., 2009; MINNITI et
al., 2015). Nolan et al (2006), sugeriram que a Ulcera de perna em pessoas com AF seria afetada

por genes que modulam os subfenoétipos da doenca e, com isso, investigou a relagdo de centenas
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de polimorfismos em genes candidatos, encontrando relacdo com polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) que participam dos mecanismos da angiogénese.

No nosso conhecimento, o presente trabalho foi o primeiro a avaliar a influéncia
desses trés genes (VEGFAL, HIF1 a e TGFp1) relacionados a angiogénese, com a ocorréncia de
Ulcera de perna em pessoas com AF. Assim, com excecdo do TGFf1, em que um estudo na
literatura mostra uma relacédo de seus SNPs com a Ulcera de perna em pessoas com AF (NOLAN
et al, 2006) — o que ndo foi observado em nossos resultados -, ndo ha estudos que evidenciem a
relacdo dos demais polimorfismos com essa complicacao clinica na doenca.

De acordo com os dados disponiveis na literatura, alguns estudos com o
polimorfismo -2578 do VEGFAL (rs 699947), em outras doengas, mostraram que pessoas com 0
gendtipo CC apresentaram maior producdo dessa citocina, 0 que promoveria uma resposta
angiogénica adequada a esses individuos (MARTINEZ-FIERRO et al., 2013; SHAHBAZI et. al.,
2002). No caso das pessoas com AF, a heranca dessa condicdo poderia ser considerada um fator
protetor ao desenvolvimento de Ulceras de perna nos individuos com esse genétipo. No entanto,
nossos resultados ndo mostraram nenhuma relacdo, de risco ou protecdo, desse polimorfismo
com a ocorréncia de Ulcera de perna em pessoas com AF (Tabelas 3 e 4). Ao avaliarmos a
influéncia do polimorfismo -2578 do VEGFAL (rs 699947) na expressdo proteica de VEGFAL
(Tabela 7), observamos que, nas pessoas com AF, independentemente de género, idade ou
presenca de Ulcera de perna, o gendtipo selvagem (CC) aumentou significativamente os niveis
dessa proteina, estando de acordo com o que é apresentado na literatura.

Nenhuma relacdo foi observada, também, com o polimorfismo — 1772C/T do
HIF1A (rs 11549465) e a ocorréncia de ulcera de perna nesses pacientes. Os dados na literatura,
de estudos que avaliaram o polimorfismo — 1772C/T do HIF1A em outras doencgas, mostram que
as pessoas com gendtipo mutante (TT) apresentam maior expressdo do HIF (VAINRIB, 2012;
FRAGA, 2012; RANASINGHE, 2015) — fato ndo observado em nosso estudo, como

demonstrado na Tabela 7 - o que, de certa forma, levaria a0 aumento de outras citocinas
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importantes no processo da angiogénese e, dessa forma, promoveria a homeostase do processo.
De acordo com a nossa hipdtese, essa condicéo favoreceria um efeito protetivo, nos pacientes, a
ocorréncia de Ulcera de perna. No entanto, essa relacdo ndo foi observada em nossos resultados,
refutando assim, a nossa hipotese.

Com relacdo ao polimorfismo — 509C/T do TGFB1 (rs 1800469), nossos dados
ndo mostraram qualquer relagdo com a ocorréncia de Ulcera de perna nos individuos com AF,
ndo havendo diferencas genotipicas ou alélicas entre os grupos e nem relacdo de risco ou
protecdo com algum dos alelos, como demonstrado nas Tabelas 3 e 4. Alguns estudos, mostram
que pessoas com 0 gendtipo mutante (TT) possuem maior expressao de TGFB1 (CAO, 2014;
PANEK, 2014; LUEDECKING, 2000) — fato ndo observado em nosso estudo, como
demonstrado na Tabela 7 - o que, de acordo com as funcbes dessa citocina, favoreceria uma
regulacdo adequada do processo de cura de feridas e, em nosso estudo, protegeria 0s pacientes
com esse gendtipo a desenvolverem a Ulcera de perna. No entanto, essa relacdo ndo foi
observada.

Sabendo da importancia do processo angiogénico para a cura bem-sucedida de
feridas e considerando que esse processo é altamente regulado, tendo, portanto, inicio e fim,
esperdvamos que, de alguma maneira, essa etapa estivesse prejudicada nos individuos com
Ulcera de perna, em nosso estudo. Nossos resultados mostram que, nos individuos AFUP+, os
niveis plasmaticos de VEGFAL estdo aumentados 1,5 vezes, em comparagdo com 0s pacientes
sem essa complicagéo clinica, como demonstrado na Figura 5.

O VEGFAL é fundamental para a angiogénese, no processo de cura de feridas,
durante a etapa proliferativa. Essa citocina participa de cada etapa do processo angiogénico,
promovendo a vasodilatagdo dos vasos sanguineos, a degradacdo da membrana de base, a
migracéo e proliferacdo de celulas endoteliais, no local da lesdo. Estudos que avaliaram feridas
em pacientes diabéticos e na populacdo geral, mostram que durante o processo de cura da ferida

aguda, os niveis de VEGFAL alcancam seu pico de expressdo entre o terceiro e o sétimo dia
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imediatamente apds a lesdo, sendo que, assim que se completa a formacdo do tecido de
granulacdo, a producdo dessa citocina é interrompida (BAO et al, 2009). No entanto, durante o
processo de cura de ferida crénica, os niveis de VEGFAL permanecem elevados, implicando em
prejuizo ao processo de cura (BAO et al, 2009; KONDO et al, 2010; RAM et al, 2015), fato
observado em nosso estudo.

Além do VEGFAI, outras citocinas participam do processo de cura de feridas,
dentre elas, o0 TGFB1 é considerado crucial para homeostase desse processo, por regular 0s
eventos moleculares e celulares que ocorrem ao longo de cada etapa. Assim, imediatamente apds
0 dano, o TGFB1 é secretado pelas plaquetas e participa do recrutamento de células
inflamatdrias para o local da lesdo. Na etapa proliferativa, participa do processo de angiogénese,
auxiliando na migracdo e proliferacdo das células endoteliais. Por fim, na fase de maturacéo, o
TGFBL1 € responsavel por induzir os fibroblastos a produzirem a matriz extracelular, além de
ativar o seu desenvolvimento em miofibroblastos, que sdo responsaveis pela contracdo da ferida
e maturacdo (FALLER et al., 2006). Devido a essa intensa atuacao, os niveis dessa citocina estdo
elevados durante todo o processo de cura das feridas (FALLER et al., 2006; RAM et al, 2015),
como pode ser observado em nosso estudo, em que os pacientes AFUP+ apresentaram 2,3 vezes
mais TGFBL1 que os individuos AFUP- (Figura 4).

A expressdo proteica de VEGFAL e de TGFB1, assim como a producéo de outros
mediadores da angiogénese (IL-8, NOS e PDGF), e significativamente elevada em resposta a
hipdxia, por meio da acdo do HIF1A (CONWAY et al., 2000; SEMENZA, 2000; JIANG et al.,
2007). Assim, devido a hipoxia tecidual presente na regido da ferida, ocorre acentuado aumento
da expressédo de HIF1A e, consequentemente, estimulo de seus genes alvo, gerando uma potente
resposta angiogénica (LOPES et al., 2014). Em nosso estudo, ao avaliarmos a relacdo da
expressdo proteica entre HIF1A, VEGFAL e TGFBL1, verificamos uma relagdo inversa entre 0s
baixos niveis de HIFLA e os altos niveis de TGFB1. Como a metodologia utilizada em nosso

trabalho detecta os niveis da proteina livre no plasma, esse resultado, possivelmente, indica que a
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diminuicdo nos niveis de HIF1A é decorrente de sua atuacdo como fator de transcricéo,
tornando-o menos disponivel no plasma, e dessa forma, a medida que o HIF1A diminui, aumenta
a expressdo proteica de TGFBL.

Dessa forma, nossos resultados mostram que a Ulcera de perna em pessoas com
anemia falciforme € caracterizada pela persisténcia de um ambiente pro-angiogénico,
evidenciado pelos altos niveis de VEGFAL e TGFBL1. Por se tratar de um processo altamente
regulado, essa condi¢cdo de desequilibrio da angiogénese causa prejuizo para as etapas seguintes
do processo, resultando em atraso na cura da ferida.

Em um estudo recente, em que foi observada caracteristicas histopatoldgicas da
Ulcera de perna de pessoas com anemia falciforme, Minniti et al. (2013), observaram que o leito
da Ulcera apresentava intenso fluxo sanguineo, se comparado as regides ao redor do leito ou da
borda. No entanto, foram observadas algumas alteracBes, como a formacdo de tecido de
granulacdo com a presenca de infiltrado inflamatorio crénico, além de alteracbes vasculares,
como estreitamento do Iimen e progressiva vasoclusdo. Houve, ainda, alteragdes na superficie
dermal do tecido em reparo, como a proliferacdo de pequenos capilares e de vasos sanguineos
com alteracdes microangiopaticas, incluindo a necrose fibrinoide e a presenca de fragmentos de
eritrocitos dentro da parede dos vasos sanguineos. Esses resultados sugerem que a Ulcera de
perna nesses pacientes com anemia falciforme respondeu aos estimulos angiogénicos, no
entanto, houve a ocorréncia de vasculopatia, prejudicando a cura da ferida.

Assim, podemos sugerir que a Ulcera crénica nas pessoas com anemia falciforme
estd associada a persisténcia de um estado pro-angiogénico, como evidenciado por nosso
trabalho, podendo acarretar em alteraces no desenvolvimento de etapas cruciais do processo,
comprometendo o reparo do dano tecidual. Dessa forma, evidenciamos a necessidade de mais
estudos para esclarecer, principalmente, se ha algum desequilibrio na regulagdo dos complexos

eventos moleculares e celulares que envolvem o processo da cura de feridas.
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6. CONCLUSOES
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6. Conclusdes
- Ndo ha relacdo de predisposicdo a ocorréncia de Ulcera de perna em pessoas com a anemia
falciforme com a presenca dos polimorfismos genéticos -2578C/A do gene VEGFAL, -1772C/T
do gene HIF1A e -509C/T do gene TGFB1, que regulam a expressdo de proteinas participantes
dos processos de angiogénese;
- A gravidade da anemia hemolitica € um fator de risco para a ocorréncia de Ulcera de perna em
pessoas com anemia falciforme;
- Os niveis plasmaticos de VEGFAL, nas pessoas com anemia falciforme e Glcera de perna, estdo
1,5 vezes maiores, em comparacao as pessoas com anemia falciforme que ndo apresentam essa
complicacao clinica;
- Os niveis plasmaticos de TGFB1, nas pessoas com anemia falciforme e Ulcera de perna, estdo
2,3 vezes maiores, em comparacdo as pessoas com anemia falciforme que ndo apresentam essa
complicacao clinica;
- A JUlcera cronica na anemia falciforme estd associada a persisténcia de um estado pré-

angiogeénico, que dificulta o progresso das etapas no processo de cura da ferida.
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