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RESUMO

O, Kleyton Palmeira do. Avaliacdo Dos Polimorfismos e Expressdo Dos Genes Das
Metaloproteinases (MMPs) E Seus Inibidores (TIMPs) Nos Eventos Vaso-Oclusivos
Em Jovens Com Anemia Falciforme. 2023. Tese (Doutorado) - Instituto Aggeu
Magalhées, Programa de Pos-graduagcdo em Biotecnologia e Biociéncias em Saude,
Recife, 2023.

A anemia falciforme (AF) provoca manifestacGes inflamatorias crénicas, em que a
oclusédo vascular e hemolise desencadeiam a maioria dos sinais e sintomas presentes
nos pacientes. Moléculas como as metaloproteinases de matriz (MMPs), e seu
inibidores teciduais endégenos (TIMPs) que atuam nos processos de proliferacéo,
diferenciagao, motilidade, apoptose, angiogénese e adeséo, podem exercer influéncia
na regulacdo dos eventos vaso-oclusivos (EVO) e inflamatorios na AF. Assim,
polimorfismos genéticos (SNPs) nessas proteinas podem modificar seus niveis de
expressao e, quando associados a AF, desempenhando papel de biomarcadores. O
objetivo deste estudo foi avaliar os polimorfismos nos genes MMP1 1G/2G
(rs1799750); MMP2-1306 C/T (rs2285053 e rs243865), MMP9 C/T (rs17576),
TIMP1+372 C/T (rs4898) e TIMP2-418 G/C (rs7501477), juntamente com a expressao
das MMPs e seus inibidores e sua relagdo com os EVOs na AF. Os métodos para o
desenvolvimento deste trabalho incluiram coleta de amostra biolégica de 251
pacientes com AF para extracdo de DNA genémico e mRNA; a partir da genotipagem
e ensaio de expressao por PCR em tempo real, respectivamente. Os dados clinicos e
laboratoriais foram obtidos dos prontuarios dos pacientes, disponibilizados pelo
Hospital de Hemoterapia de Pernambuco (Hemope). Este estudo foi caracterizado
como transversal com grupos de comparacao. Os grupos foram divididos de acordo
0s eventos vaso-oclusivos (CVO), Acidente vascular encefalico (AVE) e doenca
cerebrovascular (CVD), comparado a individuos controle AF sem estas
manifestacées. O gene MMP1 tanto o SNP MMP1 -1607 1G/2G quanto os niveis de
expressao foram associados ao risco de AVE, a expressdao do MMP1 também foi
associada a maior frequéncia de CVO/ano. Os niveis de expressdo de MMP7, TIMP1
e TIMP2 estiveram aumentados em pacientes condicionantes a AVE. O SNP 372T>C
(rs4898) TIMP1 alelo T foi mais frequente em pacientes com >5 eventos VOC/ano. O
SNP rs17576 do MMP9 apresentou diferencas nos niveis de expressdo do gene,
estando aumentados nos genétipos AG, e AG+GG. Os achados desse estudo, os
SNPs e expressao génica dao suporte inicial para um entendimento do papel das
MMPs-TIMPs na fisiopatologia da AF em pacientes jovens e as indicando como
potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Metaloproteinases da Matriz; Polimorfismo de

nucleotideo unico; Acidente Vascular Cerebral.



ABSTRACT

0, Kleyton Palmeira do. Evaluation of polymorphisms and gene expression of
metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs) in vaso-occlusive events in
young people with sickle cell anemia. 2023. Thesis (Doctorate) - Instituto Aggeu
Magalhaes, Graduate Program in Biotechnology and Biosciences in Health, Recife,
2023.

Sickle cell anemia (SCA) causes chronic inflammatory manifestations, in which
vascular occlusion and hemolysis trigger most of the signs and symptoms present in
patients. Molecules such as matrix metalloproteinases (MMPs) and their endogenous
tissue inhibitors (TIMPs) that act in the processes of proliferation, differentiation,
motility, apoptosis, angiogenesis and adhesion, can influence the regulation of vaso-
occlusive events (EVO) and inflammatory in SCA. Thus, genetic polymorphisms
(SNPs) in these proteins can modify their expression levels and, when associated with
SCA, playing the role of biomarkers. The aim of this study was to evaluate
polymorphisms in MMP1 1G/2G genes (rs1799750); MMP2-1306 C/T (rs2285053 and
rs243865), MMP9 C/T (rs17576), TIMP1+372 C/T (rs4898) and TIMP2-418 G/C
(rs7501477), along with the expression of MMPs and their inhibitors and their relation
to EVOs in SCA. The methods for the development of this work included collection of
biological samples from 251 patients with SCA for extraction of genomic DNA and
MRNA,; from genotyping and expression assay by real-time PCR, respectively. Clinical
and laboratory data were obtained from the patients' medical records, made available
by the Hospital de Hemoterapia de Pernambuco (Hemope). This study was
characterized as cross-sectional with comparison groups. The groups were divided
according to vaso-occlusive events (VOC), stroke and cerebrovascular disease (CVD),
compared to SCA control subjects without these manifestations. The MMP1 gene, both
the SNP MMP1 -1607 1G/2G and expression levels were associated with the risk of
stroke, MMP1 expression was also associated with a higher frequency of VOC/year.
The expression levels of MMP7, TIMP1 and TIMP2 were increased in patients with
stroke. The SNP 372T>C (rs4898) TIMP1 T allele was more frequent in patients with
>5 VOC events/year. The MMP9 SNP rs17576 showed differences in gene expression
levels, being increased in the AG, and AG+GG genotypes. The findings of this study,
the SNPs and gene expression provide initial support for an understanding of the role
of MMPs-TIMPs in the pathophysiology of SCA in young patients and indicating them
as potential biomarkers and therapeutic targets.

Keywords: Sickle cell; Matrix Metalloproteinases; polymorphism, Single Nucleotide;
Stroke.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, estima-se que 2 milhdes de individuos s&o portadores da
hemoglobina S (HbS) em heterozigose, sendo a frequéncia do gene S bastante
variada e maior nas regifes norte e nordeste (6 a 10%), e menor nas regides sul e
sudeste (2 a 3%). A proporcdo de nascidos vivos com traco falciforme (HbAS) no
estado de Pernambuco é de 1:21 (SILVA, 2012; PIEL et al., 2013).

AF € uma doenca genética, causada por uma mutacdo pontual, substituindo
uma base nitrogenada adenina (A) para timina (T) (GAG > GTG), resultando na troca
do acido glutamico (Glu) pela valina (Val) na posi¢ao 6 da cadeia 3-globina. Assim, a
hemoglobina A (HbA) é substituida pela Hb da AF (HbS). Desta troca, resulta a
polimerizagdo da Hb, em baixas tensdes de oxigénio, o que torna o eritrécito rigido e
em forma de foice, diminuindo sua flexibilidade e, assim, dificultando sua passagem
através da microcirculacdo (FERRAZ et al., 2007; SIMOES et al., 2010).

AF caracteriza-se por manifestagdes inflamatérias cronicas, decorrentes de
diversos fatores, como: 1) alteracdes do metabolismo de Oxido nitrico; 2) fendbmenos
inflamatérios cronicos; 3) adesédo de eritrécitos, ao endotélio vascular, provocando
oclusdo vascular (ZAGO et al., 2007).

A ocorréncia de oclusdes vasculares determina a maioria dos sinais e sintomas
presentes no quadro clinico dos pacientes, tais como crises hemoliticas, Ulceras de
membros inferiores, crises algicas, dactilite (sindrome mao-pé), sindrome toracica
aguda (STA), sequestro esplénico agudo (SEA), retinopatia, insuficiéncia renal
cronica, auto esplenectomia, acidente vascular encefalico (AVE), problemas
cognitivos, priapismo e infecgdes, ambos caracterizados como eventos vaso oclusivos
(EVO) (DU et al., 2015)

Moléculas que controlam funcdes celulares béasicas, tais como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que atuam nos processos de proliferacéo,
diferenciacdo, motilidade, apoptose, angiogénese e adesao, podem vir a exercer
influéncia na regulacdo dos EVO e inflamatorios nos pacientes com AF (MUNHOZ,
2014).

A atividade das MMPs é regulada por citocinas, horménios, fatores de
crescimento, estresse oxidativo e interacdo das MMPs com seus inibidores teciduais

endogenos, os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). Em condicdes fisiolégicas,
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existe um equilibrio entre a razdo de MMPs e TIMPs. Entretanto, em algumas
doencas, como a hipertenséo arterial, aterosclerose e acidente vascular encefélico,
ocorre um desequilibrio dessa razdo, resultando na degradacdo excessiva das
proteinas da ECM e, consequentemente, ao remodelamento vascular patologico
(GAO et al., 2019; HSU et al., 2019).

Assim, a presenga de polimorfismos nos genes MMPs poderiam estar
relacionados com os niveis de expresséo destes genes, além de estarem associados
com a predisposicdo genética a varias doencas. Alguns SNPs (single nucleotide
polymorphism) tém sido identificados nos genes MMP-2: -735 C/T (rs2285053), -1306
CIT (rs243864) e -1575 G/A (rs243866) e MMP-9: C/T (rs17576) e em seus inibidores
TIMP-1 +372 C/T (rs4898) e TIMP-2 -418 G/C, (rs7501477).

Desse modo, os polimorfismos em genes que codificam proteinas envolvidas
em processos bioldgicos, tais como: adesao, proliferacdo e diferenciacao celular,
apoptose e inflamacao, frequentes nos EVO na AF, podem ser utilizados como
biomarcadores identificando precocemente os EVO, auxiliando os profissionais de
saude no melhor manejo clinico desses pacientes e, consequentemente, evitando

possiveis complicacdes decorrentes desses processos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos genes das metaloproteinases (MMPSs) e seus inibidores
(TIMPs) nos eventos vaso-oclusivos (EVO) em jovens com anemia falciforme (AF)

atendidos no centro de hematologia e hemoterapia de Pernambuco - hemope.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a existéncia de associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos dos genes MMP1 1G/2G, MMP2 -1306
C/T, MMP9 -1562 C/T, TIMP1 +372 C/Te TIMP2 -418 G/C com a
frequéncia de EVO em pacientes com AF;

¢ Verificar a existéncia de associacao entre a expressao dos genes MMP1
MMP2, MMP7, MMP9, TIMP1 e TIMP2 com a frequéncia de EVO em
pacientes com AF;

o Verificar a existéncia de associagao entre 0s polimorfismos e expressoes
dos genes MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em pacientes
com AF,;

e Avaliar a correlagao entre a expresséo dos genes TIMPs e a expressao

dos genes MMPs em pacientes com AF;
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3 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

3.1 HEMOGLOBINA

O oxigénio (0O2) € essencial na geracdo de energia para as ceélulas
metabolicamente ativas do corpo (RHODES; VARACALLO, 2020). O Oz é
transportado pela Hemoglobina (Hb), uma proteina que se encontra no interior dos
eritrécitos, cuja funcao é transportar Oz dos pulmdes para todo o organismo e remover
0 gas carbbnico (CO2) dos tecidos para o pulmao. Esse transporte é baseado na
capacidade dos seus atomos de ferro se combinarem reversivelmente com Oz e ao
movimento de suas subunidades (HOLOSBACH et al., 2010; MARQUES et al., 2012).

A estrutura quaternaria e tridimensional da molécula de Hb A Hb é formada por
dois pares de cadeias polipeptidicas. Sendo as cadeias alfa (a) formadas por 141
aminoacidos e as cadeias tipo ndo- alfa (beta 8, delta 6, gama y e épsilon €) com 146
aminoacidos (Figura 1). Estas cadeias formam um arranjo helicoidal que origina uma
molécula globular e funcional (HOLOSBACH et al., 2010; FRENETE et al., 2007).

Figura 1 — Estrutura da hemoglobina.

Cadeia B2 Cadeia a2
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Fonte: Adaptado de MARQUES et al. (2012)

Os cromossomos 11 e 16 sao responsaveis pela sintese das cadeias dos
variados tipos de Hb, sendo que a sintese do cluster a (¢, a1 e a2) ocorre no brago
curto do cromossomo 16 (16p), e do cluster B (g, Gy, Ay, & e B) no braco curto do
cromossomo 11 (11p) (Figura 2) (FRENETTE et al.,, 2007). As diferentes
combinacgdes ente as cadeias globinicas possibilitam o surgimento de Hb distintas

presentes nos eritrocitos, desde o periodo embrionario até a fase adulta e, para que o
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tetramero funcional seja formado, € necessario um perfeito equilibrio e integridade

génica na producao destas cadeias (NET et al., 2003).

Figura 2 — Localizacao e organizacdo cromossémica dos clusters dos genes 3-globina
(A) e a-globina (B).
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Fonte: Adaptado de Frenette et al. (2007).

As alteragOes que venham a comprometer as funcdes e estrutura da Hb séo
chamadas de hemoglobinopatias. A maior parte delas é proveniente de alteracbes
genéticas nas cadeias que compdem a molécula de Hb, e estas séo incluidas entre
as doencas genéticas mais prevalentes no mundo e que apresentam altas taxas de
mortalidade (HOLOSBACH et al., 2010; SABATH et al., 2017).

As alteracdes que ocorrem na sintese sdo denominadas de talassemias, e
caracterizam-se pela sintese reduzida ou nula de um ou mais dos tipos de cadeias
globinicas. Ja as alteracdes estruturais incluem a substituicdo, delecao e insercéo de
um ou mais aminodcidos, como também a fusdo de duas cadeias globinicas
diferentes, causando a formac¢do de uma Hb anormal. Dentre as estruturais, as mais
importantes é a HbS (a2B2® GLU?VAL), conhecida pela gravidade, frequéncia e
mortalidade (BUNN, 1997; NETO et al., 2003).
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3.2 DOENCA FALCIFORME

O termo doenca falciforme (DF) descreve uma sindrome clinica e genética
causada pela presenca de HbS que, associada a outras variantes anormais da Hb,
geram quadros clinicos semelhantes e séo tratadas da mesma forma. As principais
formas incluem a homozigosidade para a mutacao rs334 (HbSS), conhecida como AF,
e heterozigosidade entre rs334 (HbS) e mutacdes que resultam em outras variantes
estruturais de B-globina, como HbC (0228 ¢tY>LYS) ambas variantes de cadeias 3, ou
niveis reduzidos de B-globina (B-talassemia). A DF caracteriza-se como um problema
de saude publica, principalmente nos paises que sofreram forte influéncia do tréafico
de escravos, como o Brasil, sendo a AF a mais descrita na literatura e foco desta
revisdo, devido a alta taxa de morbidade e mortalidade. Em pacientes de origem
africana, a AF é a causa mais comum de DF (65—-70%), seguida pela HbSC (cerca de
30%) e HbS/B-talassemia (WILLIAMS; THEIN SL, 2018; BUNN, 1997; ESTCOURT et
al.,, 2017; FERRAZ et al., 2007; MS-SCD, 2006; CANCADO, 2007; SIMOES et al.,
2010).

3.3 ANEMIA FALCIFORME

Em termos de historico, a AF foi primeiramente descrita por Herrick (1910),
guando relatou corpusculos vermelhos bem caracteristicos, alongados e em forma de
foice, como descrito na microscopia eletrénica. S6 em 1949, Pauling et al., (1949)
atribuiu sua origem como “doenga molecular’, com a presenca de uma hemoglobina
mutada (HbS) no eritrécito, em substituicdo a hemoglobina normal (HbA) (NETO et
al., 2003; AZEVEDO, 1973). Alguns anos depois, Ingram (1957) determinou que a
HbS era causada por uma mutacdo de provocava uma Unica substituicdo de
aminoacido na cadeia B-globina da molécula da hemoglobina. S6 em 1963, com o
avango das técnicas de biologia molecular e analise génica, Goldstein et al., (1963)
destacaram que essa substituicdo de aminoacido surgiu a partir de uma Unica
mudanca de base (A>T) no cédon 6 (rs334). Por ser uma doenca proveniente de uma
Unica mutacdo em um Unico nucleotideo, a AF tem sido um dos maiores exemplos
gue contribuem para o entendimento dos efeitos de background genético, ou seja, a
influéncia de outros genes na heterogeneidade clinica da doenga e alvo de estudos
de associacao genémica (SAIKI et al., 1985; SCHECHTER, 2008; UDA et al., 2008).
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Associacdes envolvendo a hemoglobina fetal (HbF) correspondem aos os estudos
mais abordados para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e influéncia na
gravidade da AF (MENZEL et al., 2007; HOBAN et al., 2016). Williams; Thein, (2018)
criaram uma cronologia bastante interessante com as principais descobertas

genéticas e eventos significativos na historia da AF (Figura 3).

Figura 3. Linha do tempo das principais descobertas e eventos significativos na SCA.
Abreviaturas: DOVE, Determinacao dos efeitos da inibicdo plaquetaria em eventos
vaso-oclusivos; FDA, US Food and Drug Administration; GluB6Val, substituicdo de
valina por acido glutdmico na posig¢ao 6 da cadeia B-globina da hemoglobina; GWAS,
estudo de associacdo do genoma; HbA/F/ S, hemoglobina A/F/S; HSCT, transplante
de células-tronco hematopoéticas; MAGIC, Magnésio para Criangcas em Crise; MSH,
Estudo multicéntrico de hidroxiureia na anemia falciforme; SCA, anemia falciforme;
SCD, doenca falciforme; STOP, ensaio de prevencdo de derrame na anemia
falciforme; SUSTAIN, Estudo para avaliar a seguranca e o impacto de SelG1 com ou
sem terapia com hidroxiureia em pacientes com doenca falciforme com crises de dor;

TWITCH, Doppler transcraniano com transfusdes mudando para hidroxiureia.
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AF é uma doenca genética, causada por uma anormalidade na Hb, presente
nos eritrocitos, onde ocorre uma substituicdo de uma base nitrogenada adenina (A)
para timina (T) (GAG >GTG), resultando na troca do aminoacido acido glutamico
(Glu) por valina (Val) na posigcao 6 da cadeia p-globina (Figura 4) (FERRAZ et al.,
2007; MS-SCD, 2006; CANCADO, 2007; SIMOES et al., 2010). A Val, por ser um
aminoacido neutro, permite a aproximacao de outras moléculas de HbS, e forma um
bolso hidrofébico na cadeia beta da HbS, que interage com a subunidade hidrofébica
da outra molécula de HbS vizinha, o que, por sua vez, favorece a formacdo dos
polimeros, que irdo precipitar no interior do eritrocito. Isso ndo é possivel na presenca
do Glu que, por ser carregado negativamente, ndo permite a formacao dos polimeros.
E, a membrana do eritrécito, € o principal espelho, onde se refletem as altera¢des que
estdo ocorrendo no seu interior (MARQUES et al., 2012; SANTOS et al., 2005;
NAOUM, 2000).

Figura 4 — Mutagéo de ponto do tipo transversdo, em que ha a troca de uma base
purinica (adenina - A) por uma pirimidica (timina - T) (GAG—GITG), na posigédo 6 da
cadeia B globina. Esta alteracdo faz com que seja codificado a hemoglobina S, em

substituicdo da hemoglobina A.
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Fonte: IB.USP.br, http://ecologia.ib.usp.br/evosite/evo101/llIC2aCasestudy.shtml,

acesso em 15 de abril de 20109.

Quando os niveis de Ozreduzem na circulacdo e as moléculas de Hb n&o estéo
ligadas ao Oz, ocorre a polimerizagdo da Hb em longas fibras, formando uma espécie
de gel, que torna o eritrdcito rigido e em forma de foice, diminuindo sua flexibilidade
e, consequentemente, dificultando sua passagem através dos vasos, principalmente
nos de menor calibre (Figura 5) (JORGENSEN et al., 2016; ARAUJO et al., 2014;
SANTOS-SILVA et al., 2005).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do processo de inducdo a falcizacdo das
hemacias pela polimerizacdo da desoxiemoglobina, diante da baixa concentracdo de

oxigénio.
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Fonte: Adaptado de Neto et al. (2003).

A falcizacdo dos eritrocitos pode ser um processo reversivel, com a
reoxigenacao da Hb, desde que sua membrana n&o seja permanentemente alterada.
Quando isto ocorre, formam-se os eritrocitos irreversivelmente falcizados, que
permanecem alterados independentemente do estado da HbS intracelular (MS, 2002;
LUCARELL et al., 2012). A polimerizagdo dos eritrocitos desoxi-HbS depende de
numerosas variaveis, tais como: pH; concentracao de oxigénio; concentracdo de HbS;
temperatura; pressdo; forca idnica; presenca de Hb normais e alteracbes na
membrana celular do eritrocito (HIRUMA et al., 1995).

3.3.1 Epidemiologia

A teoria que responde acerca do surgimento da AF provém de mecanismos
ainda ndo completamente elucidados, em gue os heterozigotos apresentam uma
vantagem de sobrevivéncia em ambientes endémicos para malaria (WILLIAMS;
THEIN, 2018). No estudo, Malar. Genom. Epidemiol. Netw. (2014), foi destaco que
12.000 casos graves de malaria e mais de 17.000 controles estdo distribuidos na
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Africa, Asia e Oceania, e atribuiu cerca de 86% de reducéo do risco de maléaria grave
ao gendtipo heterozigoto HbAS. Isso beneficiou um processo de selecdo desse
gendtipo nessas populagbes endémicas de malaria, que se difundiu para outras
populacdes no mundo, definida em 5 haplotipos: Senegal, Benin, Republica Centro-
Africana/Bantu, Camardes e haplotipos arabe-indianos (FLINT, 1998).

Autores sugerem que mais de 300.000 criangas nascem com AF no mundo a
cada ano (HASSELL, 2010; PIEL et al. 2013). A maior prevaléncia da HbS ocorre na
Africa. No Brasil, estima-se que cerca de dois milhdes de individuos s&o portadores
da HbS em heterozigose, sendo a frequéncia do gene que codifica a HbS bastante
variada, maior nas regides Norte e Nordeste (6 a 10%), e menor nas regides sul e
sudeste (2 a 3%). No Brasil, nascem cerca de 200.000 HbAS. Nos estados que
concentram a maior parte da populacdo negra do pais, tais como a Babhia,
Pernambuco, Rio de Janeiro e Minas Gerais, a partir de dados da triagem neonatal
indicam as mais altas incidéncias de AF (DIAS, 2005; MARTINS et al., 2010). A
propor¢cao de nascidos vivos HbAS no estado de Pernambuco é de 1:23 (LOUREIRO
et al., 2005; FELIX et al., 2010; SILVA, 2012).

A metodologia para o diagnéstico da AF, em geral, pode ser realizada por meio
de: hemograma completo; eletroforese alcalina em acetato de celulose; eletroforese
acida em agar ou agarose; cromatografia liquida de alta performance (HPLC), teste
de solubilidade e dosagem de HbF (MINISTERIO DA SAUDE- BRASIL, 2002). A
gualidade de vida e a sobrevida dos pacientes se iniciam com o diagndstico, aliado ao
uso da penicilina profilatica, educacao e cuidados familiares (BRAGA 2007).

A hidroxiuréia (HU) é a droga amplamente utilizada como alternativa para o
tratamento da AF, pois atua induzindo o aumento de HbF, diminuindo a expresséao de
moléculas de adesédo da superficie eritrocitaria e plaquetaria e de proteinas receptoras
no endotélio. Assim, diminui a gravidade da doenca; entretanto, altas doses ou
tratamento prolongado com HU pode resultar no desenvolvimento de leucemia aguda.
Novas drogas tém sido estudadas para o estimulo da producgéao de HbF (JESTE et al.,
2017; KHAYAT et al., 2004). Pois elevados niveis de HbF diminuem a falcizagéo e a
hemodlise, bem como a co-hereditariedade junto a a-talassemia estdo associadas a
uma anemia menos profunda, boa funcdo esplénica e favorece na protecédo contra o
acidente vascular encefalico (AVE) (ADEKILE et al., 2005).
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3.3.2 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A clinica da AF é extremamente variavel e as razfes para estas
heterogeneidades ndo sdo completamente entendidas, variando de formas quase
assintomaticas até formas clinicamente graves, responsaveis por alta mortalidade,
principalmente durante a infancia (SERJEANT, 1997; HIGGS et al., 2008).

Como ja descrito no inicio desta reviséo, a polimerizacdo da HbS é o primeiro
fator que esta relacionada as consequéncias fisiopatolégicas da AF, que ocorre em
condicOes de baixa tensdo de oxigénio. Nessas condic¢des, os eritrocitos passam por
alteracOes tanto estruturais quanto funcionais, que causam consequéncias danosas
em diversos 6rgaos e tecidos do corpo (BUNN, 1997; ZHANG, et al., 2016). Além
disso, admite-se que varios fatores podem influenciar no fenétipo da AF, dentre estes,
sdo exemplos os fatores genéticos, ambientais, condicdes socioeconbémicas e acesso
a assisténcia médica (NETO, et al., 2003; SANTOS-SILVA et al., 2005; ZAGO et al.,
2007).

As manifestacdes inflamatodrias crénicas sdo caracteristicas presentes na AF,
que decorrem de diversos fatores que se interligam e se retroalimentam, gerando um
ciclo inflamatorio permanente, cujo surgimento esta relacionado a trés mecanismos
inter-relacionados: 1) a adeséo de eritrocitos, granulécitos, mondcitos e plaquetas ao
endotélio vascular, ocasionando oclusdo-vascular (Figura 6); 2) fendémenos
inflamatérios crénicos e ocorréncia de hemdlise, exacerbados por episédios agudos e
producdo de intermediarios inflamatorios, como citocinas; 3) alteracdes do

metabolismo de éxido nitrico e estresse oxidativo (NO) (ZAGO et al., 2007).
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Figura 6 — Processo de vaso-ocluséo.
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Vaso-oclusio

3.3.3 Vaso-oclusao

O processo de formacéo de polimeros no interior dos eritrécitos e de falcizacao
pode ser reversivel com a reoxigenacédo, porém, a falta de oxigénio ligado a Hb por
periodos prolongados pode gerar um efeito permanente na célula (STEINBERG et al.
2009). Eritrécitos modificados tem grande dificuldade de passagem pela
microcirculacdo, vasos de menor calibre, devido tanto ao formato do eritrécito quanto
pela reducdo da sua flexibilidade e rigidez da membrana. Isso resulta no
aprisionamento dos eritrocitos no endotélio do vaso, causando uma possivel
obstrugcdo que leva a diversos outros processos, principalmente a ativacdo da
inflamacao (DU et al., 2015).

Na AF, também ocorrem altera¢cées no endotélio, com aumento da expressao
de proteinas envolvidas no processo de adesdo celular (VCAM-1, ICAM-1, E-
selectina, P-selectina, laminina, tromboplastina, fibronectina e integrina aV3). Estas
proteinas interagem com moléculas de adeséo presentes nos eritrcitos falcizados e
leucécitos, promovendo a vaso-oclusdo e estimulando a liberacédo de citocinas pro-
inflamatoérias (incluindo TNF, IL-6, IL1-B e IL-3) (TURHAN et al., 2002; HIDALGO et
al., 2009). O endotélio ativado promove o recrutamento de leucdcitos, que interagem
com os eritrécitos, cujos eritrocitos podem ficar presos nos vasos de menor calibre,
propiciando desoxigenacdo e falcizacdo e, posteriormente, vaso-oclusao
(FRENETTE; ATWEH, 2012). Segundo Naoum (2000), os eritrocitos falciformes, em
nivel circulatério, apresentam aspecto rigido desencadeado pela polimerizacdo da
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HbS, onde apresentam maior chance de se aderirem ao endotélio vascular. Tal
aderéncia ocorre devido a interagdo dos eritrocitos com as células endoteliais, com
participacdo dos antigenos de superficie celular (CD36 e CD44) e outras moléculas,
fato que evolui para mais moléculas de HbS no estado desoxigenado e,
consequentemente, aumenta a obstrucao vascular.

Além dos leucécitos, as plaquetas também estdo envolvidas no processo de
vaso-ocluséo na AF, e sua ativagcdo é aumentada durante a obstru¢éo, formando um
agregado com eritrécitos, mondcitos e neutréfilos, gerando um estado de
hirpercoagulabilidade, que pode levar a eventos tromboticos venosos e arteriais,
podendo causar embolia pulmonar (VILLAGRA et al., 2007; ZHANG et al., 2016). A
pratica clinica de muitos centros de saude inclui terapias anticoagulativas de forma
profilatica nos pacientes com AF, pois pacientes com oclusdes vasculares recorrentes
sdo mais propensos a desenvolverem eventos adicionais decorrentes, assim, é
recomendavel que os pacientes facam uso de anticoagulantes ao longo da vida
(WILLIAMS et al., 2018).

3.3.4 Hemodlise

A vida util de um eritrécito falcizado é de cerda de 16 dias, em comparacao com
120 dos eritrocitos normais (HEBBEL, 2011).

A membrana dos eritrocitos HbSS desoxigenados é constantemente exposta a
danos mecanicos que causam a sua ruptura e originam um estado de anemia
hemolitica crénica. Isto acarreta em uma disfuncdo endotelial, proliferacdo vascular,
estresse oxidativo e inflamatdrio. Os eritrocitos falcizados sofrem alteracdo na
distribuicdo da membrana fosfolipidica, apds desoxigenacdo, aumentando a
exposicao de fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina na parte externa, as quais tém
sido relacionadas com o aumento da aderéncia as células endoteliais, da atividade
pro-coagulante e da aderéncia as células mononucleares fagociticas. Dentre outras
alteracbes da membrana, tém-se o0 rearranjo das proteinas espectrina-actina,
diminuicao de glicoproteinas de superficie, geracao de radicais livres e aceleracao da
apoptose (MACHADO, 2007; MANFREDINI, 2007).

Além disso, ja foi observado em camundongos que a exposi¢do das células
endoteliais ao grupo heme induz a producéo de algumas moléculas de ades&o, como

ICAM-1, P-selectina e fibronectina, também ao recrutamento de neutrofilos e aumento
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da permeabilidade vascular, o que pode exacerbar o processo de vaso-oclusdo. Como
consequéncia, foi proposto que a variagdo no grau de hemolise nos pacientes pode
contribuir para heterogeneidade fenotipica na AF (WAGENER et al., 2001; KATO et
al., 2007; CHEN et al., 2014).

A AF apresenta periodos assintomaticos intercalados com periodos de intensa
sintomatologia, que envolvem diversos o6rgdos. As manifestagbes clinicas,
geralmente, ocorrem quando os niveis de HbF no sangue reduzem a valores inferiores
a 30%, isto acontece por volta do sexto més de vida (LOUREIRO, 2005). Na segunda
década de vida, aumentam as chances do aparecimento de complicacdes em 6rgaos,
como rins, pulmdes e olhos, devido a ocorréncia de vaso-oclusfes, que juntamente
com isquemia-reperfuséo, ativacdo do endotélio vascular e hemdlise, determinam a
maioria dos sinais e sintomas presentes no quadro clinico dos pacientes, tais como:
crises hemoliticas, crises algicas, dactilite (sindrome méo-pé), sindrome toracica
aguda (STA), sequestro esplénico agudo (SEA), retinopatia, insuficiéncia renal
cronica, esplenectomia, AVE, problemas cognitivos, priapismo, infeccOes
(principalmente por bactérias), episédios dolorosos provocados por obstrugédo
vascular e o surgimento Ulceras de membros inferiores, afetando geralmente
pacientes acima dos 18 anos (MARQUES et al., 2012; KOSARAJU et al., 2017;
JOHNSON et al., 2008; CHACHAL et al., 2001).

3.3.5 Manifestacfes agudas na Anemia Falciforme

A dactilite ou sindrome méo-pé € uma das manifestagfes clinicas mais comuns
em criangcas com AF, caracterizada pelo inchaco doloroso das extremidades, causada
pelo infarto da medula dos pequenos ossos das maos e pés (YAWN et al., 2014). E
uma complicagdo decorrente do processo de vaso-oclusdo agudo, causando dor e
edema no dorso das méaos e/ou pés, que pode ser acompanhado por aumento da
temperatura local e eritema. A dactilite pode durar de uma a duas semanas,
apresentar recorréncia, mas raramente causa sequelas permanentes (DA SILVA
JUNIOR et al., 2012).

Ja& no primeiro ano de vida, devido aos episédios vaso-oclusivos com lesfes de
isquemia-reperfusédo, a complicacdo aguda mais frequente é a crise dolorosa que
afeta principalmente as extremidades, térax, abdémen e costas. As crises dolorosas

podem ser ainda mais agravadas se associadas a necrose 0ssea ou infeccbes
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secundarias, incluindo osteomielite e artrite séptica. Este evento se inicia por volta do
6 més de vida, quando os niveis de HbF comecam a reduzir nos individuos. O
tratamento com analgésicos fortes tem sido amplamente utilizado durante as crises
dolorosas (WILLIAMS et al., 2018).

A sindrome toraxica aguda (STA) € outro evento bastante recorrente em
pacientes com AF, as caracteristicas desse evento sdo: tosse, falta de ar e sinais de
hipoxemia, sendo este um evento dificil de se distinguir de uma pneumonia aguda
(GILL et al. 1995). A STA é resultante de varios eventos vaso-oclusivos na vasculatura
pulmonar dos pacientes, sendo uma das causas mais comuns de morte na AF
(FRIEND; GIRZADAS, 2020; DIA et al., 2018).

A medula éssea ou os émbolos de gordura causam a maioria dos casos de
STA em adultos, como observado em lavado broncoalveolar de pacientes que
morreram com AF. Isso pode ser decorrente da isquemia e necrose da medula 6ssea
pela vaso-oclusédo, que pode liberar medula 6ssea e gordura para a circulacdo venosa,
gue podem chegar aos pulmdes causando a STA. Outras causas de STA incluem
infecgdo, asma, hipoxemia, sedagdo excessiva e complicacdes pos-operatorias. Os
pacientes com DF e asma tém 2-4 vezes mais chances de desenvolver STA que
pacientes apenas com AF (DA CUNHA GOMES et al., 2019; COLLA et al., 2018).

Mais comum em criancas abaixo dos 5 anos, o baco é propenso a complicacdes
decorrentes da queda nos niveis da hemoglobina. O sequestro esplénico (SE) ocorre
guando as células falciformes ficam aprisionadas na polpa vermelha do bago. Devido
ao processo de vaso-ocluséo, tal medida causa hipoxia e, em consequéncia, aumenta
a falcizacdo e obstrucdo do fluxo, provocando aumento do baco. Aliado a isso,
infeccdes bacterianas e inflamacao podem agravar este evento. Este evento pode ser
autolimitado, mas autoesplenectomia pode ocorrer nesses pacientes ou a remogao
cirargica do baco pode ser realizada para reduzir as dores agudas decorrentes, porém,
a remocao pode aumentar o risco de sepse por bactérias encapsuladas. Assim,
nesses pacientes, a vacinacdo profilatica contra pneumonia € amplamente utilizada.
Além disso, o SE pode provocar uma anemia hemolitica grave e colapso
cardiovascular (BROUSSE et al., 2014; KANE; NAGALLI, 2020; LADU et al., 2020).

Além da forma aguda, outros eventos como priapismo, lesdes renais e nao
menos importante, o AVE também acometem estes individuos. O priapismo é
caracterizado por uma erec¢ao indesejada e dolorosa do pénis que pode durar mais de

2 horas, podendo ser um evento recorrente ao longo da vida (IDRIS et el., 2020;
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WILLIAMS et al., 2018). Ja o AVE que, em tese, € 0 evento mais grave e com uma
maior chance de causar morbidade e mortalidade na AF. O AVE na AF em geral ocorre
devido a complicacdes da vaso-oclusédo, podendo ocorrer de forma isquémica ou
hemorragica, sendo o isquémico o mais frequente. O risco para desenvolver este
evento pode ser medido por ultrassonografia transcraniana Doppler, a qual mede a
velocidade do fluxo sanguineo, onde velocidade 2200 cm/s é considerada de alto risco
de desenvolver AVE e, assim, o paciente € direcionado para terapia transfusional
preventiva (ESTCOURT et al., 2020; WILLIAMS et al., 2018).

3.3.6 Manifestacfes cronicas

O avanco da medicina preventiva e das praticas clinicas, possibilita uma melhor
sobrevivéncia dos pacientes com AF. Contudo, estes pacientes estdo submetidos a
complicacBes crénicas que se ddo mais uma vez em face das oclusGes vasculares,
hemolise e isquemia. A AF é considerada uma doenca inflamatoria e crénica, devido
ao constante estimulo e ativacéo da resposta imune do individuo. A partir de estudos
com ressonancia magnética, danos neurolégicos foram observados como sendo
relativamente comuns, provenientes de infartos cerebrais silenciosos (BERNAUDIN et
al., 2011).

Coracao e pulméao também séo 6rgdos bastante afetado pelos efeitos cronicos
da AF, principalmente em criancas mais velhas e adultos. A funcdo pulmonar
prejudicada, intolerancia a exercicios e insuficiéncia cardiaca sado presentes nesses
pacientes (GORDEUK et al., 2016). A hipertensdo pulmonar é caracterizada pela
elevacao da presséo arterial pulmonar e da resisténcia vascular pulmonar. Cerca de
20 a 30% dos pacientes com AF apresentam essas elevacfes na pressao pulmonar
arterial sistélica, com velocidade do jato de regurgitagao tricuspide (JRT) = 2,5 m/seg,
e 8 a 10% dos pacientes apresentam JRT = 3,0 m/seg (ROBERTO, 2015). A anemia
hemolitica gera a liberacdo de hemoglobina livre no plasma, consome o oxido nitrico
(NO), promovendo resisténcia aos efeitos vasodilatadores dependentes de NO. Além
disso, a hemdlise causa aumento da expresséo celular de endotelina, geracédo de
radicais livres, ativacdo plaquetaria e aumento da expressdo de moléculas
mediadoras de adesao endotelial (KATO et al.,, 2005; ROTHER et al., 2005;
ROBERTO, 2015).
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Complicagbes renais também podem ocorrer na AF. A hipoxia, acidose e
hiperosmolaridade dentro da medula interna do cortex renal propiciam a polimerizacéo
da HbS e todos os outros problemas decorrentes da polimerizagéo, que evolui para a
doenca microvascular cronica, nefropatia falciforme e insuficiéncia renal, que pode
ocorrer desde o inicio da vida e permanecer na vida adulta (WILLIAMS et al., 2018;
WARE et al., 2010).

A Ulcera de membro inferior (UMI) € uma complicacdo que acomete de 8-10%
dos pacientes com AF, podendo atingir cerca de 50% dos que residem em areas
tropicais e € predominante no sexo masculino, acima dos 10 anos de idade. A UMI é
um evento clinico que pode incapacitar o paciente, associado a pequenos traumas,
gue vao desde picadas de insetos a cortes e arranhdes, também, podendo aparecer
sem causa identificada (ARAGAO, 2015; PALADINO, 2007; STEINBERG, 2008;
BAZUAYE et al.,, 2010). Esta complicacdo ocorre devido a vaso-oclusdo, hipoxia
tecidual, hemdlise e fatores genéticos, apresenta cicatrizacao lenta e alta taxa de
recorréncia. Durante o processo de vaso-ocluséo, ocorre a liberagdo de mediadores
da inflamacéo capazes de promover a adesao de eritrécitos, dentre outras células ao
endotélio, diminuindo, assim, o fluxo de sangue e provocando o dano tecidual. Sugere-
se que proteinas e moléculas que estdo envolvidas na modulacdo da inflamacao
estejam também envolvidas no surgimento das UMIs (STEINBERG, 2008; MINNITL,
et al., 2010; LEFFLER et al., 2004).

Bazuaye et al. (2010), avaliando 250 pacientes com AF, com proporgdes iguais
de homens e mulheres, observaram que 58 pacientes (23,2%) apresentavam historia
de UMIs. Além disso, foi observado que a Ulcera era mais frequente nos homens (3:1)
e, ainda, que a idade variou entre 18 e 25 anos. Também, foi observado que o
tornozelo esquerdo foi o local mais atingido (66,7%), com lesbes de 5-10 cm de
didmetro, com inicio da Ulcera associado a trauma na maioria dos casos, recidiva de
75% e infeccdo secundaria em mais de 80%.

Muitos fatores podem influenciar na gravidade da AF, como exemplo, fatores
ambientais, fisiolégicos, socioeconémicos e genéticos. Alguns pacientes tém AF
associada a a-talassemia (causada pela variante delecional 3.7-kb (-a 3.7)
(RODRIGUES et al.,, 2016). Essa associacdo reduz a HbS intracelular e,
consequentemente, a frequéncia de polimerizacdo e o numero de células
irreversivelmente falcizadas, além de aumento no hematdécrito (STEINBERG;

EMBURY, 1986). Isso pode reduzir as complicagbes hemoliticas, como hipertenséo
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pulmonar, cardiomiopatia, nefropatia, priapismo e ulceras de membro inferior, porém
ja foi visto aumento do risco de vaso-oclusdo, crises dolorosas, osteonecrose e
retinopatia (STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

A HbF é uma das moléculas mais estudadas como alvo terapéutico para a AF,
cujo aumento deste tipo de Hb reduz os niveis e a polimerizacédo da HbS, por ndo se
ligar a ela no interior do eritrécito. Assim, a HbF pode reduzir as crises dolorosas e
aumentar a sobrevida dos pacientes (PLATT et al., 1994; WILLIAMS et al., 2018).

3.3.7 Tratamento

A prevencao de infeccdes, principalmente as bacterianas, e o tratamento das
crises de dor e danos a diversos 6rgaos, desde o inicio tém sido o principal tratamento
para a maioria dos pacientes com AF, devido a incidéncia de infec¢des bacterianas
serem bastante graves e fatais com alta frequéncia nos primeiros anos de vida
(BOOTH et al., 2010). Portanto, tem sido amplamente utilizado a profilaxia com
penicilina e vacina para S. pneumoniae e H. influenzae, embora essas medidas ainda
néo sejam completamente eficientes para eliminar o risco elevado de mortalidade por
essas infecgdes nesses pacientes (MARTIN et al., 2018; NAVALKELE et al., 2018).

A hidroxiureia (HU) é a droga mais utilizada para o tratamento de pacientes
com AF, licenciada pela US Food and Drug Administration. Ela é um agente
quimioterapico que inicialmente foi utilizado para o tratamento de canceres e passou
a ser empregada na AF ha cerca de 3 décadas. A HU inibe a ribonucleotideo redutase,
enzima envolvida na sintese de DNA. A HU reduz neutrofilos, reticulécitos, contagem
de plaquetas e citocinas, que ajudam a reduzir os processos de vaso-oclusdo. Além
disso, o fator de mais destaque no uso da HU é a inducéo terapéutica da sintese de
HbF, que implica em varios beneficios para esses pacientes, 0s quais ja foram citados
nessa revisao, melhorando a qualidade de vida e sobrevida dos pacientes (PLATT et
al., 1984; PRESSIAT et al., 2020). Apesar desses beneficios, a HU nao é 100% eficaz
para mitigar os problemas provenientes da AF, onde, em alguns pacientes, a HU tem
sua eficacia limitada e, em outros, pode causar alguns efeitos adversos quando
utilizada por longos periodos, portanto, a corrida para desenvolver novas drogas que,
principalmente, estimulem a HbF e reduzam os sintomas de forma mais eficiente séo
necessarias (PESLAK et al., 2020).
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A transfusao cronica também € utilizada em alguns grupos de pacientes. ISso
gera custos imensos para o sistema de saude, para reduzir o risco de AVE. Em
criangas, essa indicacdo é realizada a partir do monitoramento pelo Doppler
transcraniano (DTC), em que a transfuséo cronica pode gerar uma reducao de 92%
no risco de AVE em criangcas com DTC 2200 cm/s, porém, esse é um processo que
pode ser completamente reversivel, guando sessada a terapia transfusional (DEBAUN
et al.,, 2014). Porém, a transfusdo também tem seus riscos, como sobrecarga
secundaria de ferro e reac6es hemoliticas causadas pela aloimunizacéo e rejeicédo de
antigenos (CHOU, 2013).

Estudos de ensaio clinico estdo concentrados em desenvolver novas drogas
gue estimulem a HbF e que impeg¢am a polimerizacdo da HbS no interior do eritrécito:
ja que a polimerizacao € o centro de toda as complicacdes clinicas. A terapia génica
também vem crescendo cada vez mais como forma de tratamento definitivo para os
pacientes, porém, muito ainda tem que ser avaliado sobre suas consequéncias
(WILLIAMS et al., 2018).

Apesar de uma doenca de base Unica, a complexidade para descobrir um
tratamento ou uma cura efetiva € muito grande. Dos mais de 30 anos de estudos
envolvendo a AF, apenas a transfusdo cronica de sangue, principalmente para os
casos susceptiveis ao desenvolvimento de AVE, e a terapia com hidroxiuréia foram
implementadas com maior efetividade. avancos tecnologicos tém levado ao
desenvolvimento de novos medicamentos que abordem diferentes aspectos da
fisiopatologia da AF, porém, esses ainda ndo sdao amplamente utilizados na prética
clinica nos pacientes (TELEN, 2016), assim a descoberta de marcadores genéticos e
moléculas que possam ser futuros alvos terapéuticos sdo de suma importancia para
a AF e, aqui, citamos como moléculas promissoras as metaloproteinases (MMPSs) e
seus inibidores teciduais enddégenos (TIMPs) devido a disponibilidade de informacdes
a partir de estudos prévios e também as funcdes biolégicas em que essas moléculas

atuam.

3.4 METALOPROTEINASES DA MATRIZ (MMPS) E SEUS INIBIDORES
TECIDUAIS (TIMPS)

As metaloproteinases da matriz (MMPs) fazem parte de uma familia multigénica

de endopeptidases dependentes de metais, capazes de degradar a matriz extracelular
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(MEC), a membrana basal e seus componentes, desempenhando uma funcéo
essencial no mecanismo de regulacdo da homeostase da matriz extracelular de
humanos. As atividades dessas moléculas podem regular a atividade de outras
proteases, citocinas, ligantes de superficie celular e fatores de crescimento (BODE et
al.,, 1999; ROY, 2019). Exercem, ainda, importante papel na mediacdo da
remodelacdo do colageno, sendo, com isso, fundamentais no controle da destruicdo
tecidual (MUNHOZ, 2014).

Em sua conformacéo quimica, elas possuem um peptideo sinal amino-terminal,
um pré-dominio e um catalisador dependente de zinco Zn?*, que medeia sua interacdo
enzimatica com os TIMPs (Inibidores teciduais de Metaloproteinases) e sua
associagcao com os receptores celulares (Figura 7). S&o sintetizadas e processadas
para sua forma ativa por meio da remocao de um peptideo amino- terminal. A maioria
das MMPs também possuem um dominio que confere especificidade de substrato.
(VU, 2000; ROY, 2019).

Figura 7- Representacdo esquematica da estrutura basica de uma Metaloproteinase
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Fonte: Adaptado de VU et al. (2000)

Na literatura sdo descritas mais de 20 MMPs, separadas de acordo com a
especificidade ao substrato da MEC que degradam e seu perfil estrutural. Assim sao
classificadas como: Colagenases (MMP-1, 8, 13 e 18), Estromelisinas (MMP- 3, 10,
11, 12), Matrilisinas (MMP-7 e 26), MT — MMPs (MT- MMP-14, 15, 16, 17, 24 e 25) e
Gelatinases (MMP-2 e 9) (NAGASE, 2006; MOHD, et al., 2013).

As funcbes fisioldgicas que as MMPs, juntamente com outras proteinases
extracelulares em pessoas saudaveis sdo: remodelamento dos 0ssos, cicatriza¢do de
feridas, angiogénese, reposicdo celular, remielinizacdo, restabelecimento de
conectividade e integridade neurovascular, reacbes de defesa imunoldgica do

hospedeiro, regulacdo de respostas inflamatorias, reproducdo, fertilizacdo e
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desenvolvimento (NYBERG et al., 2006; OWEN; CAMPBELL, 1999; STERNLICHT,;
WERB, 2001; WOESSNER, 1991; NEWBY, 2005; HUNTLEY, 2012).

A inflamacdo aguda e crbnica sdo caracterizadas por varios processos
fundamentais, incluindo exsudacdo de proteinas plasmaticas, recrutamento de
leucécitos e ativacdo de mediadores inflamatérios derivados de células e plasma. A
expressao aumentada das MMPs foi observada em quase todas as doencas humanas
em que a inflamacdo estd presente, tendo papel na defesa, leséo, inflamagéo e
reparacdo (PARKS et al., 2004; LEE et al., 2004; NATHAN, 2002; WHELAN, 2004;
SIEREVOGE, 2003).

A clivagem por MMP de substratos proteicos especificos resulta em um ganho
de funcdo, e esses substratos sao importantes na ativagcdo ou amplificagcdo da
resposta inflamatéria, sendo a chave principal para a migracdo de leucadcitos. Foi
observado que as MMPs tém atividade de ativar in vitro o fator de necrose tumoral
(TNF), uma potente citocina pro-inflamatéria que € expressa em células T e
macréfagos (BLACK et al., 1997; MOSS et al., 1997).

As MMPs sao reguladas na transcri¢cdo, que pode ser induzida por citocinas e
fatores de crescimento, e também inibida por ativacdo enzimatica, que ocorre
extracelularmente através de proteinases plasmaticas ou de outras MMPs. Na inibicdo
de sua atividade proteolitica, pode ocorrer de forma exdégena por meio de moléculas
sintéticas ou endogenas ndo especificas e especificas, essa mediada pela acdo dos
Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs) (KESSENBROK et al, 2010).

Os TIMPs sao uma familia de proteinas compostas por 184-194 aminoacidos
e possuem quatro membros homoélogos (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4). Estédo
localizados juntamente com proteinas da superficie celular. Seu poder de inibicao esta
ligado a sua porcdo amino-terminal, que forma uma espécie de crista na proteina,
causando o deslocamento do Zn?*, &tomo necessario para a hidrélise da ligagédo
peptidica das MMPs (ARPINO BROCK; GILL, 2015; JACKSON et al., 2016).

As TIMPs inibem seletivamente diferentes tipos de MMPs (figura 8), além
disso, sdo importantes para captacdo/remocao das MMPs do ambiente extracelular.
Assim, as TIMPs podem atuar em conjunto com as MMPs nas moléculas de adesé&o
celular, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (ARPINO et al., 2015; WANG;
KHALIL, 2018).
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Figura 8 - Localizac&o e interagdes entre inibidores de tecido de metaloproteinases de
matriz (TIMPs) e metaloproteinases de matriz (MMPs). Todos os TIMPs sé&o
secretados, mas apenas o TIMP-3 é incorporado a matriz. Estruturalmente, os TIMPs
sdo compostos por dois dominios que empacotam lado a lado (dominios N-terminal e
C-terminal). O dominio N-terminal €&, algumas vezes, referido como "dominio
inibitério". TIMP-1 inibe MMP-1-3 e MMP-7-9; TIMP-2 inibe MMP-2, MMP-9, MMP-
14 e metaloproteases de matriz tipo membrana 1 (MT1-MMP); TIMP-3 inibe MMP-2 e
MMP-9; e, finalmente, TIMP-4 inibe MMP-2, MMP-26 e MT1-MMP. Além disso, 0s
TIMPs interagem com as proformas de MMPs de uma maneira nédo inibitoria e também
tém funcdes independentes da inibicdo de MMP por ligagdo direta aos receptores de
superficie celular (TIMP-1 a CD63; TIMP-2 a a3p1integrina e LRP1; TIMP- 3 para
EFEMP1, VEGFR2 e AGTRL1,2; e TIMP-4 a CD63).
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3.4.1 Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP- 2) e TIMP-2

A Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP-2), também conhecida como gelatinase
A, faz parte da subfamilia das gelatinases. E uma proteina codificada pelo gene MMP2
e secretada pelo tecido adiposo, capaz de degradar o colageno tipo IV, principal
componente estrutural da membrana basal. O gene MMP2 esta localizado no braco
longo do cromossomo 16 (16g13.2), possuindo 13 éxons (Figura 9). O SNP -1306 C/T
foi encontrado na regido promotora do gene e pode influenciar a sua atividade ou
expressao (ADABI et al., 2015; BAUSTERS et al., 2015; MARTIGNETTI et al., 2001;
WEBB et al., 2017).

Figura 9 - Posicao cromossO6mica do Gene MMP2.
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Fonte: Gene Cards, the human gene database. https://ghr.nim.nih.gov/gene/MMP2#|ocation, acesso
em 25 de agosto de 2021.

Estudos constataram a presenca dessa molécula em diversos tecidos e que 0s
polimorfismos no gene MMP2 podem estar envolvidos no comportamento metastatico
tumoral e no desenvolvimento de muitos tipos cancerigenos, como cancer de mama,
pulmdes e cancer do colo do utero. A atividade da MMP-2 pode ser regulada por
condi¢des como outras MMPs, por meio dos inibidores de MMPs, como por exemplo
o TIMP-2 e o RECK, e dos polimorfismos que alteram a atividade transcricional do
gene. (GAO et al., 2019; HSU et al., 2019; VISSE; NAGASE, 2003).

A MMP-2 é principalmente expressa no mesénquima celular, durante o
processo de desenvolvimento e regeneracgao tecidual. Como a maioria das MMPs, ela
possui um pré-dominio, um pré-dominio e um dominio catalitico, além disso, contém
trés dominios de fibronectina tipo Il inseridos em seu dominio catalitico (Figura 10).
Sua ativacao fisiologica pode ser derivada das MT-MMPs, que clivam um sitio
especifico do pro-peptideo (MORGUNOVA, 1999; ROY et al., 2019).
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Figura 10 - Estrutura da Metalopeptidase de Matriz 2 (MMP2).
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Fonte: Adaptado de MORGUNOVA (1999)
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A ativacdo do zimogénio de MMP2 (proMMP2) ocorre na superficie celular por
meio da formagdo de um complexo entre uma MMP e o TIMP2, através de seus
dominios C terminais. Durante esse processo, o dominio inibitério do TIMP2 que se
liga a MT-MMP e a proMMP2 é entdo ativada por uma metaloproteinase de matriz
livre de inibidores teciduais. Neste caso, o complexo TIMP2/MT-MMP atua como um
receptor para o proMMP2 e o inibidor tecidual ndo pode ser substituido por nenhum
outro membro da familia, haja vista que eles ndo inibem a metaloproteinase de matriz
e ndo podem se ligar ao proMMP-2 (BREW et al., 2000; VISSE; NAGASE, 2003).

O Inibidor de Metaloproteinase de Matriz 2 (TIMP-2) é uma proteina codificada
pelo gene TIMP2. Este gene é constitutivamente expresso e esta localizado no brago
longo do cromossomo 17 (17925.3) (Figura 11). E capaz de inibir a atividade
proteolitica em tecidos submetidos a remodelacdo da MEC e de suprimir a proliferacédo
de células endoteliais como resposta a fatores angiogénicos (EDELSTEIN, 2017,
MASCIANTONIO et al., 2017)
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Figura 11 - Localizagdo cromossdmica do gene TIMP2
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Fonte: Gene Cards, the human gene database. https://www.genecards.org/cqi-

bin/carddisp.pl?gene=TIMP2, acesso em 25 de agosto de 2020

A MMP-2 e TIMP-2 sao importantes tanto no desenvolvimento normal, quanto
em numerosas patologias inflamatdrias. Sendo assim, o estudo dos polimorfismos do
MMP2 e TIMP2 em criangas com AF € importante para identificar gendtipos que
codificam niveis variaveis das proteinas MMP-2 e TIMP-2, respectivamente, devido a
importancia desta proteina em processos biolégicos e sua implicacdo em doencas

inflamatadrias crénicas, como é o caso da AF.

3.4.2 Metaloproteinase de matriz 9 (MMP- 9) e TIMP-1

A MMP-9 é uma proteina de 92 kDa em sua forma inativa, pro-MMP-9, e de 82
kDa na sua forma ativa (VANDOOREN et al., 2012). Assim como a MMP-2, a MMP-9
apresenta um dominio O-glicosilado e trés repeticdes de fibronectina (VAN DEN
STEEN et al., 2006).

A MMP-9 pode ser ativada por uma série de moléculas que podem ser desde
outras MMPs, como MMP-2, MMP-3, MMP-13, MMP-17, MMP-26, a enzimas
proteoliticas, ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (uPA), plasmina. Ademais,
o pH baixo, o dodecilsulfato de sodio (SDS), outros agentes desnaturantes e o
tratamento térmico também podem ativar a MMP-9 pela clivagem de seu predominio
(SPRINGMAN et al., 1990; Li et al., 2020).

Os TIMPs séo os principais inibidores de MMPs in vivo. O dominio C-terminal
de TIMP-1 inibe fortemente a MMP-9, ligando-se ao dominio hemopexina da proé-
MMP-9, formando um complexo compacto e inibindo a ativacdo da MMP-9. Além
disso, a MMP-9 e o TIMP-1 sdo coexpressos em muitos tipos celulares e sao
secretados como um complexo MMP-9/TIMP-1, gerando um equilibrio, mas tal
equilibrio pode ser interrompido em certas condi¢des patoldgicas, como o exemplo da
aterosclerose, cuja atividade alterada de MMP-9 pode provocar a ruptura da placa
pela remodelacédo da MEC (LI et al., 2020; ARPINO et al., 2015; NAGASE et al., 2014).
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A MMP-9 desempenha um papel importante na inflamacédo, pois €
constitutivamente expressa por neutrofilos e macrofagos (VANDOOREN et al., 2013).
Ja outras células, como fibroblastos, osteoblastos e células epiteliais, endoteliais,
dendriticas e células T, produzem MMP-9 a partir de estimulos com citocinas
inflamatérias, quimiocinas e fatores de crescimento. Dentre os principais, estdo a
interleucina-1, fator de necrose tumoral, fator de crescimento epidérmico, fator de
crescimento transformador 31, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
ligante de quimiocina CXC 12 (CXCL12) (Figura 12) (BARILLARI, 2020; DU et al.,
2019; DING et al. 2019; CHEN et al., 2016; MUSCELLA et al., 2019; WANG, 2016;
SHEN et al., 2013).
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Figura 12 - A via MMP-9. Nos retangulos, sdo destacadas as principais moléculas e
vias de sinalizacao que resultam na expresséao ou ativacédo da MMP-9; nas elipses, 0s
antagonistas endogenos de MMP-9 sdo listados. As setas simbolizam as dire¢des das
conexdes. Abreviaturas: AKT, proteina quinase B; AP, proteina ativadora; CXCL,
ligante de quimiocina CXC; MCE, matriz extracelular; ERK, quinase regulada por sinal
extracelular; HIF, fator induzivel por hipdxia; IL, interleucina; LDLRP, proteina
relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade; MAPK, proteina quinase
ativada por mitogénio; miR, microRNA; MMP, metaloproteinase de matriz; NF-kB, fator
nuclear kappa B; NO, oxido nitrico; PI3K, fosfoinositido 3 quinase; Sp, proteina de
especificidade; TGF, fator transformador de crescimento; TIMP, inibidor de tecido da
metaloproteinase da matriz; TNF, fator de necrose tumoral, VEGF, fator de

crescimento endotelial vascular.
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43

Variacdes nos niveis de expressdao da MMP-9 tém sido avaliadas em
diversas doencas, uma das mais estudadas é a aterosclerose e nos processos
inflamatérios em que a MMP-9 esta envolvida, que podem causar a instabilidade da
placa de ateroma e fatores de risco para complicacdes cardiovasculares (LI et al.,
2020). O papel da MMP-9 também tem sido avaliado em doencas pulmonares, asma,
diabetes, doencas renais, neuroldgicas e diversos tipos de cancer (GRZELA et al.,
2015; CABRAL-PACHECO, et al., 2020).

O gene MMP-9 esta localizado no cromossomo 20q11.2 — q13.1 (Figura 13)
(ZOU et al. 2019). Diversos polimorfismos tém sido estudados com a finalidade de
avaliar o gene MMP-9 como possivel biomarcador genético para susceptibilidade as
diversas doencas em que é notado alteracdo da MMP-9 em seus processos
fisiopatoldgicos. O polimorfismo rs17576 MMP-9 (A/G) ja revelou associacdo com
doencas inflamatérias e crénicas em que alguns processos fisiopatologicos sao
parecidos com 0s que ocorrem na AF, como na artrite, hipertensdo, doencas
cardiovasculares. Outros exemplos podem ser citados: aumento de céancer em
mulheres na pés-menopausa (OLIVEIRA et al., 2020), risco de aneurisma da aorta (LI
et al., 2019), suscetibilidade a asma em diferentes popula¢cdes (ZOU et al., 2019),
também sua associa¢cdo com risco de hemorragia subaracnoéide (WANG et al., 2018)
e diabetes tipo 2 (SARAVANI et al. 2017).

Figura 13 - Localizagao do gene MMP-9.
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Fonte: Gene Cards, the human gene  database. https://www.genecards.org/cqi-

bin/carddisp.pl?gene=MMP9, acesso em 25 de agosto de 2022

A TIMP-1 é secretada pela maioria das celulas e tecidos do corpo,
apresentando niveis variaveis de acordo com a patologia envolvida, pois na mama,
cérebro, pulmdes, figado, rins, célon, pele, ovarios e coracdo ja foram observados
superexpressdo da TIMP-1. Além disso, a TIMP-1 é o inibidor da MMP-9, a qual
apresenta maior afinidade de ligagcdo (CABRAL-PACHECO et al., 2020).

O gene que codfica a TIMP-1 esta localizado no cromossomo Xpl11.3 (Figura
14), e possui trés polimorfismos, sendo o mais importante o TIMP-1 (372 T/C) (rs4898)

no éxon 5, que vem sendo estudado em diversas patologias (NAYCHOQV et al., 2013).
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Como exemplo, o alelo T em homens pode diminuir o risco de Ceratocone (doenca

gue afeta a cornea) em comparacgdo ao alelo C (YARI et al., 2020).

Figura 14 - Localizagao do gene TIMP-1.
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Fonte: Gene Cards, the human gene  database. https://www.genecards.org/cqgi
bin/carddisp.pl?gene=TIMP1&keywords=TIMP1

O papel do conjunto MMP-9/TIMP-1 e MMP-2/TIMP-2, merecem uma atencao
na manutencdo da homeostase e no processo de varias doencas. A regulacéo
anormal e o desbalanco dos niveis destas proteinas, como tém sido descritos na
literatura, implicam junto a outros fatores em condi¢cdes patoldgicas, que incluem
inflamacéao, destruicdo de tecido, fibrose, angiogénese anormal, enfraquecimento da
matriz, ativagao microglial, doencas autoimunes, carcinogénese, adesao, proliferagao
celular e migracéo e/ou apoptose, o que ja foi destacado em doencas como, diabetes
mellitus, doencas gestacionais, nefropatia, cicatrizacdo de feridas, doencas renais,
doencas neurodegenerativas, esclerose mdltipla, e dentre muitas outras (AMALINEI
et al. 2010; NAGASE et al. 2006; CABRAL-PACHECO et al., 2020).

Por nao existir tratamento especifico, de forma eficiente, que contemple todos
0s pacientes com AF, o acompanhamento ambulatorial peridédico é essencial. A
identificacdo de polimorfismos de genes que codificam proteinas envolvidas em
processos biolégicos frequentes nos EVO em pacientes com AF, podem vir a ser
utilizados como biomarcadores para a identificar precocemente os eventos EVO na
AF, auxiliando os profissionais de saude no melhor manejo clinico desses pacientes
e, consequentemente, evitando possiveis complicagcdes decorrentes desses
processos, 0 que, por sua vez, melhoraria a qualidade de vida e sobrevida destes
pacientes.

Frente a tudo que foi exposto nesta revisdo e devido a infinidade de funcdes
biolégicas em que as MMPs e TIMPs estdo presentes, como em inumeros disturbios

inflamatério, e remodelamento endotelial, polimorfismo nos genes que codificam estas
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proteinas e seus inibidores (TIMPs) séo potenciais candidatos para utilizacdo como

biomarcadores para os ventos vaso-oclusivos (EVO) nos pacientes com AF.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo analitico transversal com grupos de
comparacao, contendo duas etapas principais: na primeira, foi realizada a analise dos
polimorfismos génicos do tipo SNP e, a segunda, analise da expressao génica de

MRNA. Todas as abordagens avaliando os EVOs em jovens com AF.
4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram avaliados 251 jovens com AF até os 18 anos de idade participantes da
triagem neonatal, diagnosticadas no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE), por
meio de eletroforese da Hemoglobina e Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) (BioRad, Hercules, CA, USA). Dentro do protocolo deste programa, 0s
pacientes foram vacinados contra pneumococos (Pneumo 7 - Wyeth Pharmaceuticals
Inc. USA) e meningococos (Meningitec - Wyeth Pharmaceuticals, UK) e, também,
fizeram o uso de penicilina (dose 4.000 U/Kg/dia) até 5 anos de idade, originando uma
populacdo mais homogénea para o estudo. Os dados clinicos, referentes aos
pacientes, foram coletados de prontuarios padronizados disponibilizados pelo arquivo
médico da Fundacdo HEMOPE.

O grupo de casos foi composto por pacientes AF (genoétipo HbSS) divididos
entre os grupos: AVE+ (pacientes com histérico de acidente vascular encefalico
iIsquémico); ultrassonografia doppler transcraniana (DTC) Alto Risco (AR) para AVE;
DTC condicionante (cond.) para AVE; CVD (doenca cerebrovascular) (pacientes que
tiveram historico de AVE ou valores de DTC alterados); CVO 2 a 5 (pacientes que
apresentaram de 2 a 5 eventos de crise vaso-oclusiva por ano); CVO >5 (pacientes
gue apresentaram mais do que 5 eventos vasos-oclusivos por ano). E estes grupos
foram comparados a um grupo normal, composto por pacientes também com AF que
tiverem menos de dois eventos vaso-oclusivos por ano, e apresentaram valores
normais de DTC. Todos os valores primarios para AVE foram confirmados com base
na ultrassonografia doppler transcraniana. E os valores de DTC: Normal (menor que
170 cm/s); Condicionante (170-199 cm/s); alto risco (2200 cm/s).
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4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Jovens com AF, participantes da triagem neonatal desde 2002, atendidos no
ambulatério de hemoglobinopatia da Fundagdo HEMOPE. Para a andlise de
associacdo com os EVOs. Foram excluidos pacientes que passaram por transfusdo
sanguinea nos ultimos 3 meses, bem como pacientes que nao realizavam as

consultas regulares de rotina.
4.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas por puncéo
venosa a vacuo em tubos Vacuntainer, contendo anticoagulante EDTA. As amostras

foram processadas em até 6 horas.

4.5 SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMCS)

As Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas por
centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Amersham Bioscience,
Uppsala, Suécia). As amostras de sangue foram diluidas em PBS (tampéo fosfato
salino) na proporc¢éo de 1:1, transferidas para tubos cénicos contendo Ficoll-Hypaque,
na mesma proporc¢éo do passo anterior, e centrifugadas a 2.200rpm por 30 minutos a
20°C. A camada de células obtidas, apos centrifugacéo, foi coletada com pipeta de
transferéncia, lavada 2x em PBS e centrifugada a 1.500 rpm por 10 min a 20°C. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em tampado PBS 1x preparado com agua
contendo Dietil pirocarbonato (DEPC). Uma aliquota de 100 pl da suspensao de
células foi retirada para avaliacdo da viabilidade e quantificacdo no contador

automatico Vi-CELL™ (Beckman Coulter, Brea, CA), por meio do método Trypan Blue.
4.6 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO (DNA GENOMICO E mRNA TOTAL)

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos pela técnica
de fenol-cloroférmio modificado, descrita por Davis et al., 1986. Para a obtencéo de

MRNA, foi utilizado o método de extracdo em Trizol (Invitrogen, UK), a partir de
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PBMCs, que englobam os linfocitos, mondcitos e os macrofagos, de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
4.7 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

As amostras de mRNA foram quantificadas, utilizando a tecnologia de
espectrofotometria, com o equipamento NanoDrop 2000 (ThermoScientific), a fim de
mensurar a concentragdo do RNA e verificar contaminantes na amostra. Em seguida,
foi realizada uma eletroforese em gel de agarose, com o0 objetivo de analisar a
integridade da amostra. Para obtencao do cDNA, foi utilizado o kit Megaplex (Applied

Biosystens, CA, USA), de acordo com as instrucfes do fabricante.
4.8 DETECQAO DAS VARIANTES POLIMORFICAS

Para a realizacéo da detecc¢éo dos polimorfismos MMP2-1306 C/T (rs243864),
MMP9 C/T (rs17576), TIMP1 +372 C/T (rs4898) e TIMP2 -418 G/C, (rs7501477), foi
utilizada a metodologia do PCR em tempo real, por meio do sistema TagMan®, que
oferece o resultado da genotipagem de maneira rapida e simples. Cada ensaio de
deteccdo inclui 2 sondas MGB (Minor Groove Binder) alelo especifica, contendo
fluoréforos distintos e um par primers para a deteccédo do alvo. O sistema TagMan®
se alinha exclusivamente no genoma para fornecer alta especificidade para o alelo de
interesse. As sondas tém em sua estrutura molecular um Quencher que inibe o sinal
emitido pelo fluorocromo ou reporter e, assim que ocorre 0 pareamento e hidrolise da
sonda, o composto fluorescente é liberado, proporcionando liberacdo de energia que
€ captado pela maquina e analisado em um grafico. Dessa forma, a deteccédo da
mutacdo € observada. Para realizacdo desta técnica, foi utilizada a PCR em tempo
real e 0 equipamento utilizado foi o Quantistudio5 (Thermo Scientific, CA, USA),
disponivel para utilizacdo no Nucleo de Plataformas Tecnolégicas-NPT do Instituto

Aggeu Magalhaes- IAM.
4.9 EXPRESSAO DOS GENES MMP-2, MMP-9, TIMP-1 E TIMP2

O ensaio de expressdo génica de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2, foi
realizado a partir do cDNA. A quantificacao relativa dos mRNAs foi realizada por meio
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da técnica de PCR em tempo real, utilizando-se a tecnologia TAQMAN® Assays
(Applied Biosystens, CA, USA), com sondas especificas e sensiveis para detec¢éo de
forma quantitativa dos mMRNAs de interesse. O equipamento utilizado foi o
Quantistudio5 (Thermo Scientific, CA, USA). O calculo da expresséao relativa foi
realizado por meio do método AACt pelo software expressionSuite v3.3 (Life
Technologies, CA, USA). Para normalizacdo, foi utilizada a estratégia de genes
enddgenos (B-actin).

4.10 METODOS DE ANALISE DE DADOS

Os dados foram armazenados em computador no programa PRISMStatistics
v.6.0. A prevaléncia de diferentes gendétipos foi comparada pelo teste Qui-quadrado.
As frequéncias alélicas foram estimadas pelo método da contagem génica pelo
software pLINK, que foi utilizado para montagem dos mapas de desequilibrio de
ligacdo e testes estatisticos. O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar se a
distribuicdo genotipica esta de acordo com a hipotese do equilibrio de Hardy-
Weinberg. A existéncia de associa¢des entre variaveis categoricas foi avaliada pelos
testes Qui-quadrado de Pearson, ou exato de Fisher, quando apropriado. As
diferencas foram consideradas significativas para valores de p<0,05. A magnitude
destas associacOes foi estimada como OddsRatio (OR), utilizando intervalos de
confianca de 95%. Para comparacao das variaveis continuas, entre dois grupos, foi
aplicado o teste t-Student ou teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, e para
comparacgao entre mais de dois grupos foi aplicado o teste ANOVA ou Kruskal Wallis,
guando apropriado. O programa PRISMStatistics v.6.0. (GraphPad Software, San
Diego, California, USA) foi utilizado para estas analises.

4.11 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Complexo
Hospitalar HUOC/PROCAPE CAAE (94534218.0.0000.5192) (ANEXO B). Os
responsaveis pelos participantes do projeto, apés informacao, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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5 RESULTADOS

Todos os individuos sédo jovens do nordeste do brasil com AF e eram
homozigotos para o gendtipo HbSS, com base nas informagBes obtidas dos
prontuarios médicos. Todas as analises foram realizadas em pacientes de ambos 0s
sexos, com a média de idade equilibrada entre os grupos. Apenas os valores de
hemoglobina (Hb) foram estatisticamente diferentes entre os grupos: IS+ (7,731 g/dL
+ 0,8130); DTC Alto Risco (7,490 g/dL + 0,9714); Condicionante (7,781 g/dL + 0,7722)
e 0 grupo controle: Normal (8,093 g/dL+ 0,9232), [p=0,0078]. Também o uso de
Hidroxiuréia (HU) foi mais prevalente nos grupos de caso em comparacao ao controle
[p=< 0,0001]. As demais variaveis ndo mostraram valores médios diferentes entre os

grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com SCA (gen6tipo HbSS).

AVE+= pacientes com histérico de acidente vascular encefélico; AR= pacientes com alto risco para AVE;
Cond. = Pacientes condicionantes para AVE; Hb= hemoglobina; TGO= Transaminase glutamico
oxalacética; TGP= Transaminase glutamico piravica; BT= Bilirrubina total; HU= Hidroxiureia; HU S= sim;
HU N= ndo. Sexo M= masculino; Sexo F= feminino. Os valores de p foram considerados significativos

AVE+ (n=16) AR (n=23) Cond. (n=43) Normal (n=142) p
Idade (Anos) 14,34 (3,965) 14,55 (3,794) 14,75 (3,369) 13,70 (3,344) 0,2779
Hb g/dL 7,731 (0,8130) 7,490 (0,9714) 7,781 (0,7722) 8,093 (0,9232) 0,0078

Leucécitos x100 (/uL) ~ 200,4 (91,14)  165(35,61)  151,8(40,23) 1556 (55,60)  0,4104
Plaguetas x1000 (/uL)  433,1(201,2)  423,6 (106,9) 4996 (179,1)  470,9 (144,1)  0,5213
Hemacias (M/mm3) 2,732 (0,2041) 2,547 (0,2759) 2,519 (0,3712) 2,726 (0,5093)  0,1017

TGO (UIL) 54,33 (9,018) 27,60 (13,39) 42,73 (10,43) 43,43 (17,31)  0,1074
TGP (U/L) 21 (6,083) 14,80 (4,919) 16,92 (3,872) 21,29 (12,87)  0,5178
BT (mg/dL) 2,506 (2,460) 2,297 (1,408) 1,942 (1,003) 2,123 (1,412) 0,958
Sexo F 9 (56%) 13 (56%) 23 (53%) 70 (49%) 0,7588
HU SIN 12 (75%) 20 (87%) 36 (84%) 66 (46%) < 0,0001

quando <0,05, e os testes aplicados para as analises foram: Kruskal-Wallis e Qui-quadrado.

Foram genotipados 251 pacientes, para os SNPs rs1799750 MMP1, rs2285053
MMP2, rs243865 MMP2, rs17576 MMP9, rs4898 TIMP1 e rs7501477 TIMP2. H&
variacdo no N entre os grupos de associacao devido a falta de informacgéo dos eventos
clinicos nos prontuarios médicos dos pacientes, e ndo foi possivel genotipar alguns
individuos. Cerca de 49% dos pacientes sdo do sexo masculino e 51% do sexo

feminino, além disso, o estudo foi composto por pacientes jovens com a média da
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idade aproximada de 14 anos. Para todos os SNPs, a distribuicdo dos genoétipos nos
grupos de caso e controle estava no equilibrio de Hardy-Weinberg, p> 0,05 (Tabela
2). Apenas o SNP rs4898 TIMP1 apresentou uma distribuicdo da frequéncia alélica de
T mais elevada no grupo de pacientes com VOC>5 eventos/ano comparado ao grupo
controle, com OR= 1,757 (1,042 - 2,962), (p= 0,0452) (Tabela 3). E o0 gendtipo 1G/1G
do SNP rs1799750 MMP1 apresentou maior frequéncia no grupo de pacientes com
alto risco para AVE (avaliado pelo DTC) quando comparado ao genétipo 1G/2G,
(p=0,0278), OR=3,667 (1,249- 10,76) (Tabela 4). Os demais SNPs nao apresentaram
associacao significativa entre os grupos caso e o controle estudados. Nos grupos de
pacientes com AVE e CVD néo foi visto diferencas significativas entre as frequéncias
dos SNPs dos genes MMPs-TIMs (Tabela 5 e 6).

Tabela 2 - Equilibrio de Hardy-Weiberg na populacdo de estudo.

Hardy-Weiberg CVO

CHR SNP Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.4957 0.4994 0.8956
16 rs243865 T C 0.2468 0.2414 1
16 rs2285053 T C 0.2393 0.2423 0.7888
17 rs7501477 T G 0.3333 0.3409 0.7035
20 rs17576 G A 0.4082 0.4037 1
23 rs4898 C T 0.5462 0.4949 0.3536
Hardy-Weiberg CVD
CHR SNP Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 A G 0.488 0.4994 0.7819
16 rs243865 T C 0.2585 0.2533 1
16 rs2285053 T C 0.2108 0.2333 0.2206
17 rs7501477 T G 0.3122 0.3315 0.401
20 rs17576 G A 0.4255 0.4002 0.4676
23 rs4898 C T 0.566 0.4956 0.1737
Hardy-Weiberg DTC
CHR SNP Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.5126 0.5 0.7778
16 rs243865 T C 0.2598 0.2543 1
16 rs2285053 T C 0.2118 0.2342 0.2215
17 rs7501477 T G 0.3088 0.3299 0.3943
20 rs17576 G A 0.4225 0.3991 0.5817
23 rs4898 C T 0.566 0.4956 0.1737
Hardy-Weiberg AVE
CHR SNP Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.5041 0.4998 1
16 rs243865 T C 0.243 0.2371 1
16 rs2285053 T C 0.2419 0.2482 0.6143
17 rs7501477 T G 0.3347 0.3384 0.8517
20 rs17576 G A 0.4171 0.415 1
23 rs4898 C T 0.5397 0.4969 0.3747




CHR= Cromossomo; Al= Minor allele; A2= Major allele; O(HET)= heterozigosse
observada; E(HET)= heterozigose esperada; AVE= Acidente vascular encefalico; DTC=
Ultrassonografia doppler transcraniana; VOC= Crise vaso-oclusiva; CVD= Doenga cérebro

vascular.
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Tabela 3 - Frequéncia dos SNPs dos genes MMPs-TIMPs nos pacientes com AF e CVO.

Total AF  CVO<2 CVO2a5 CVO>5 CVO22

rs1799750 MMP1 (n=230) (n=139) (n=52) (n=39) (n=91) pl p2 p3

1G/1G 70(30%) 46(33%) 14(27%) 10(26%) 24(26%) - - -

1G/2G 107(47%) 61(44%) 25(48%) 21(54%) 46(51%) 0,5615 0,3877 0,3169

2G/2G 53(23%) 32(23%) 13(25%) 8(21%) 21(23%) 0,6752 1 0,6748

1G/2G + 2G/2G 160(70%)  93(67%) 38(73%) 29(74%) 67(74%) 0,5204 0,4898 0,349

1G 247(54%) 153(55%) 53(51%) 41(53%) 94(52%)

2G 213(46%) 125(45%) 51(49%) 37(47%) 88(48%) 0,5513 0,7958 0,5373
Total AF  CVO<2 CvVO2a5 CVO>5 CVO22

rs2285053 MMP2 (n=234) (n=138) (n=55) (n=41) (n=96)

CC 173(74%) 102(74%) 44(80%) 27(66%) 71(74%) - - -

CT 56(24%) 34(25%) 10(18%) 12(29%) 22(23%) 0,4445 0,6064  0,9395

TT 5(2%) 2(1%) 1(2%) 2(5%) 3(3%) 0,606  0,4402 0,6981

CT+TT 61(26%) 36(26%) 11(20%) 14(34%) 25(26%) 0,4817 0,417 0,8858

C 420(86%) 256(87%) 98(89%) 66(80%) 164(85%)

T 66(14%) 38(13%) 12(11%) 16(20%) 28(15%) 0,7054 0,1849 0,6993
Total AF  CVO<2 CVO2a5 CVO>5 CV0O22

rs243865 MMP2 (n=235) (n=137) (n=57) (n=41) (n=98)

CC 173(74%) 95(69%) 45(79%) 33(80%) 78(80%) - - -

CT 58(25%) 39(28%) 11(19%) 8(20%) 19(19%) 0,2421 0,3119 0,1356

TT 4(2%) 3(2%) 1(2%) 0 (0%) 1(1%)

CT+TT 62(26%) 42(31%) 12(21%) 8(20%) 20(20%) 0,2365 0,2321 0,1079

C 404(86%) 229(84%) 101(70%) 74(90%) 175(89%)

T 66(14%) 45(16%)  13(9%) 8(10%) 21(11%) 0,2683 0,1898 0,1048
Total AF CVO<2 CVO2a5 CVO>5 CVO022

rs17576 MMP9 (n=196) (n=106) (n=53) (n=37) (n=90)

AA 101(52%) 50(47%) 27(51%) 24(65%) 51(57%) - - -

AG 80(41%) 48(45%) 22(42%) 10(27%) 32(36%) 0,7703 0,075 0,2087

GG 15(8%) 8(8%) 4(8%) 3(8%) 7(8%) 0,8348 0,9967 1

AG+GG 95(48%) 56(53%) 26(49%) 13(35%) 39(43%) 0,7791 0,0962 0,2371

A 282(72%) 148(70%) 76(72%) 58(78%) 134(74%)

G 110(28%) 64(30%) 30(28%) 16(22%) 46(26%) 0,828  0,2065 0,3657
Total AF  CVO<2 CvVO2a5 CVO>5 CVO=22

rs4898 TIMP1 (n=235) (n=138) (n=56) (n=41) (n=97)

TT 98(42%) 55(40%) 20(36%) 23(56%) 43(44%) - - -

CT 67(29%) 42(30%) 15(27%) 10(24%) 25(26%) 0,8778 0,2667 0,4964

CC 70(30%) 41(30%) 21(38%) 8(20%) 29(30%) 0,4659 0,1419 0,8744

CT+CC 137(58%) 83(60%) 36(64%) 18(44%) 54(56%) 0,7084  0,0965 0,5819

T 263(56%) 152(55%) 55(49%) 56(68%) 111(57%)

C 207(44%) 124(45%) 57(51%) 26(32%) 83(43%) 0,3396  0,0452 0,7139
Total AF CVO<2 CVO2a5 CVO>5 CV0O22

rs7501477 TIMP2 (n=234) (n=138) (n=55) (n=41) (n=96)

GG 144(62%) 81(59%) 39(71%) 24(59%) 63(66%)

GT 78(33%) 50(36%) 14(25%) 14(34%) 28(29%) 0,1787  0,9668 0,3208

TT 12(5%) 7(5%) 2(4%) 3(7%) 5(5%) 0,789 0,9054 0,8704

GT+TT 90(38%) 57(41%) 16(29%) 17(41%) 33(34%) 0,1571 0,871 0,3497

G 366(78%) 212(77%) 92(84%) 62(76%) 154(80%)

T 102(22%) 64(23%) 18(16%) 20(24%) 38(20%) 0,1796  0,9385 0,4463
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rs4898 TIMP1 alelo T vs C, p=0,0452, OR=1,757 (1,042-2,962). CVO= Crise vaso-oclusiva, AF= Anemia

Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs1799750 MMP1 (n=199) (n=133) (n=43) (n=23) (n=66) pl p2 p3

1G/1G 57 (29%) 34 (26%) 12 (28%) 11 (48%) 23 (35%) - - -

1G/2G 95 (48%) 68 (51%) 21 (49%) 6 (26%) 27 (41%) 0,914 10,0278 0,1811

2G/2G 47 (24%) 31(23%) 10 (23%) 6 (26%) 16 (24%) 0,9479 0,5216 0,6471

1G/2G + 2G/2G 142 (71%) 99 (74%) 31 (72%) 12 (52%) 43 (65%) 0,9169 0,054 0,2311

1G 209 (53%) 136 (51%) 45 (52%) 28 (61%) 73 (55%) - - -

2G 189 (47%) 130 (49%) 41 (48%) 18 (39%) 59 (45%) 0,9449 0,2883 0,4973
Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs2285053 MMP2 (n=212) (n=137) (n=43) (n=23) (n=66)

CC 154 (73%) 102 (74%) 33 (77%) 19 (83%) 52 (79%) - - -

CT 43 (20%) 31 (23%) 9 (21%) 3 (13%) 12 (18%) 0,9664 0,4609 0,5884

TT 6 (3%) 4 (3%) 1 (2%) 1 (4%) 2 (3%) 0,7616 0,7138 0,6759

CT+TT 49 (23%) 35(26%) 10 (23%) 4 (17%) 14 (21%) 0,9196 0,5615 0,6163

C 351 (86%) 235 (86%) 75 (87%) 41 (89%) 116 (88%) - - -

TT 55 (14%) 39 (14%) 11 (13%) 5 (11%) 16 (12%) 0,8738 0,7027 0,6688
Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs243865 MMP2 (n=204) (n=140) (n=41) (n=23) (n=64)

CcC 147 (72%) 102 (73%) 29 (71%) 16 (70%) 45 (70%) - - -

CT 53 (26%) 34 (24%) 12 (29%) 7 (30%) 19 (30%) 0,7315 0,7693 0,5968

TT 4 (2%) 4 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - - -

CT+TT 57 (28%) 38 (27%) 12 (29%) 7 (30%) 19 (30%) 0,9449 0,9397 10,8355

C 347 (85%) 238 (85%) 70 (85%) 39 (85%) 109 (85%) - - -

T 61 (15%) 42 (15%) 12 (15%) 7 (15%) 19 (15%) 0,9248 0,8537 0,9136
Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs17576 MMP9 (n=187) (n=123) (n=42) (n=22) (n=64)

AA 96 (51%) 59 (48%) 24 (57%) 13 (59%) 37 (58%) - - -

AG 79 (42%) 58 (47%) 13 (31%) 8 (36%) 21 (33%) 0,1782 0,464 0,1307

GG 12 (6%) 6 (5%) 5 (12%) 1 (5%) 6 (9%) 0,4421 0,7879 0,6515

AG+GG 91 (49%) 64 (52%) 18 (43%) 9 (41%) 27 (42%) 0,9545 0,8813 10,9186

A 271 (72%) 176 (72%) 61 (73%) 34 (77%) 95 (74%) - - -

G 103 (28%) 70 (28%) 23 (27%) 10 (23%) 33 (26%) 0,9613 0,5486 0,6692
Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs4898 TIMP1 (n=205) (n=139) (n=43) (n=23) (n=66)

TT 85 (41%) 57 (41%) 23 (53%) 5 (22%) 28 (42%) - - -

CT 62 (30%) 42 (30%) 10 (23%) 10 (43%) 20 (30%) 0,3037 0,1393 10,9276

CC 58 (28%) 40 (29%) 10 (23%) 8 (35%) 18 (27%) 0,3638 0,2765 0,9543

CT+CC 120 (59%) 82 (59%) 20 (47%) 18 (78%) 38 (58%) 0,2058 0,1261 0,9675

T 232 (56%) 156 (56%) 56 (65%) 20 (43%) 76 (58%) - - -

C 178 (44%) 122 (44%) 30 (35%) 26 (57%) 56 (42%) 0,1687 0,1499 10,8314
Total AF Normal cond. Alto Risco Cond.+AR

rs7501477 TIMP2 (n=204) (n=138) (n=43) (n=23) (n=66)

GG 130 (64%) 86 (62%) 29 (67%) 15 (65%) 44 (67%) - - -

GT 63 (31%) 46 (33%) 11 (26%) 6 (26%) 17 (26%) 0,5008 0,7519 0,4258

TT 11 (5%) 6 (4%) 3 (7%) 2 (9%) 5 (8%) 0,8884 0,7984 0,6551

GT+TT 74 (36%) 52 (38%) 14 (33%) 8 (35%) 22 (33%) 0,6687 0,9735 0,6537

G 323 (79%) 218 (79%) 69 (80%) 36 (79%) 105 (80%) - -

T 85 (21%) 58 (21%) 17 (20%) 10 (21%) 27 (20%) 0,9229 0,9334 1

Falciforme p1= CVO <2 vs CVO 2 a 5; p2= CVO<2 vs CVO >5; p3= CVO<2 vs CVO 22. P valor=

test.

Tabela 4 - Frequéncia dos SNPs dos genes MMPs-TIMPs nos pacientes com AF e risco para AVE.

Fischer exact
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rs1799750 MMP1, 1G/1G vs 1G/2G p=0,0278, OR=3,667 (1,249- 10,76). AR= pacientes com alto risco para AVE;
Cond. = Pacientes condicionantes para AVE; P valor= Fischer exact test. DTC: Normal (menor que 170 cm/s);
Condicionante (170-199 cm/s); alto risco (2200 cm/s). p1= Normal vs cond; p2= Normal vs alto risco; p3= Normal vs
Cond. + AR.

Tabela 5 - Frequéncia dos SNPs dos genes MMPs-TIMPs nos pacientes com AF e CVD.

Total AF CVD+ CVD-

rs1799750 MMP1 (n=200) (n=72) (n=128) p OR IC

1G/1G 58(29%) 24(33%) 34(27%) - - -

1G/2G 95(48%) 31(43%) 64(50%) 0,3574 1,457 0,7411 - 2,866

2G/2G 47(24%) 17(24%) 30(23%) 0,7317 1,246 0,5642 - 2,750

1G/2G + 2G/2G 142(71%) 48(67%) 94(73%) 0,395 1,382 0,7378 - 2,590

1G 211(53%) 79(55%) 132(52%) - - -

2G 189(47%) 65(45%) 124(48%) 0,5961 1,142 0,7579 - 1,720
Total AF CVD+ CVD-

rs2285053 MMP2 (n=204) (n=72) (n=132) p OR IC

CcC 155(76%) 56(78%) 99(75%)

CT 43(21%) 14(19%) 29(22%) 0,8002 1,172 0,5719 - 2,401

TT 6(3%) 2(3%) 4(3%) 0,7692 1,131 0,2007 - 6,376

CT+TT 49(24%) 16(22%) 33(25%) 0,7854 1,167 0,5903 - 2,306

C 353(87%)  126(88%) 227(86%)

T 55(13%) 18(13%) 37(14%) 0,7821 1,141 0,6237 - 2,087
Total AF CVD+ CVD-

rs243865 MMP2 (n=205) (n=69) (n=136) p OR IC

CcC 148(72%) 50(72%) 98(72%)

CT 53(26%) 19(28%) 34(25%) 0,9178 0,913 0,4734 - 1,761

TT 4(2%) 0 (0%) 4(3%)

CT+TT 57(28%) 19(28%) 38(28%) 0,9173 1,02 0,5339 - 1,950

C 349(85%)  119(86%) 230(85%)

T 61(15%) 19(14%) 42(15%) 0,7619 1,144 0,6369 - 2,054
Total AF CVD+ CVD-

rs17576 MMP9 (n=188) (n=69) (n=119) p OR IC

AA 96(51%) 39(57%) 57(48%)

AG 80(43%) 24(35%) 56(47%) 0,1915 1,596 0,8517 - 2,992

GG 12(6%) 6(9%) 6(5%) 0,7562  0,6842 0,2055 - 2,278

AG+GG 90(48%) 28(41%) 62(52%) 0,231 1,515 0,8279 - 2,773

A 272(72%)  102(74%)  170(71%)

G 104(28%) 36(26%) 68(29%) 0,6895 1,133 0,7063 - 1,818
Total AF CVD+ CVD-

rs4898 TIMP1 (n=206) (n=71) (n=135) p OR IC

TT 86(42%) 30(42%) 56(41%)

CT 62(30%) 23(32%) 39(29%) 0,9177  0,9084 0,4602 - 1,793

CcC 58(28%) 18(25%) 40(30%) 0,7639 1,19 0,5844 - 2,425

CT+CC 120(58%) 41(58%) 79(59%) 0,9666 1,032 0,5766 - 1,848

T 234(57%) 83(58%) 151(56%)

C 178(43%) 59(42%) 119(44%) 0,6987 1,109 0,7348 - 1,673
Total AF CVD+ CVD-

rs7501477 TIMP2 (n=205) (n=72) (n=133) p OR IC

GG 130(63%) 45(63%) 85(64%)

GT 64(31%) 22(31%) 42(32%) 0,8986 1,011 0,5383 - 1,898

TT 11(5%) 5(7%) 6(5%) 0,6941 0,6353 0,1837 - 2,197

GT+TT 75(37%) 27(38%) 48(36%) 0,9616  0,9412 0,5195 - 1,705

G 324(79%)  112(78%)  212(80%)
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T 86(21%) 32(22%) 54(20%) 0,7421  0,8915 0,5442 - 1,461
AF= Anemia Falciforme; CVD+= histdrico de cérebro-vascular disease; CVD- = sem historico de
cérebro-vascular disease; OR= Odds Ration; IC= Intervalo de confiaca. P valor= Fischer exact test.

Tabela 6 - Frequéncia dos SNPs dos genes MMPs-TIMPs nos pacientes com AF e AVE.

Total AF AVE+ AVE-

rs1799750 MMP1 (n=244) (n=16) (n=228) p OR IC

1G/1G 72 (30%) 7 (44%) 65 (29%) - - -

1G/2G 115 (47%) 7 (44%) 108 (47%) 0,5263 1,662 0,5574 - 4,953

2G/2G 57 (23%) 2 (12%) 55 (24%)  0,3041 2,962 0,5906 - 14,85

1G/2G + 2G/2G 172 (70%) 9 (56%) 163 (71%) 0,3132 1,95 0,6970 - 5,458

1G 259 (53%) 21 (66%) 238 (52%) - - -

2G 229 (47%) 11 (34%) 218 (48%) 0,1976 1,749 0,8240 - 3,711
Total AF AVE+ AVE-

rs2285053 MMP2 (n=248) (n=16) (n=232) p OR IC

CcC 182 (73%) 12 (75%) 170 (73%) - - -

CT 60 (24%) 3 (19%) 57 (25%)  0,8924 1,341 0,3653 - 4,924

TT 6 (2%) 1 (6%) 5 (2%) 0,8893  0,3529 0,03810 - 3,269

CT+TT 66 (27%) 4 (25%) 62 (27%) 0,8875 1,094 0,3400 - 3,520

C 424 (85%) 27 (84%) 397 (86%) - - -

T 72 (15%) 5 (16%) 67 (14%) 0,94 0,9113 0,3390 - 2,450
Total AF AVE+ AVE-

rs243865 MMP2 (n=251) (n=15) (n=236) p OR IC

CcC 186 (74%) 14 (93%) 172 (73%) - - -

CT 61 (24%) 1 (7%) 60 (25%) 0,732 4,834 0,6284 - 37,95

TT 4 (2%) 0 (0%) 4 (2%) - - -

CT+TT 65 (26%) 1 (7%) 64 (27%)  0,1472 5,209 0,6710 - 40,44

C 433 (86%) 29 (96%) 404 (86%) - - -

T 69 (14%) 1 (3%) 68 (14%) 0,1514 4,881 0,6537 - 36,45
Total AF AVE+ AVE-

rs17576 MMP9 (n=211) (n=14) (n=197) p OR IC

AA 105 (50%) 9 (64%) 96 (49%) - - -

AG 88 (42%) 5 (36%) 83 (42%) 0,6225 1,556 0,5016 - 4,829

GG 18 (9%) 0 (0%) 18 (9%) - - -

AG+GG 106 (50%) 5 (36%) 101 (51%) 0,3964 1,894 0,6126 - 5,854

A 298 (71%) 23 (82%) 275 (70%) - - -

G 124 (29%) 5 (18%) 119 (30%) 0,2416 1,991 0,7389 - 5,362
Total AF AVE+ AVE-

rs4898 TIMP1 (n=251) (n=15) (n=236) p OR IC

TT 103 (41%) 5 (33%) 98 (42%) - - -

CT 70 (28%) 8 (53%) 62 (26%) 0,1881  0,3954 0,1237 - 1,264

CcC 78 (31%) 2 (13%) 76 (32%) 0,6876 1,939 0,3659 - 10,27

CT+CC 148 (59%) 10 (67%) 138 (58%) 0,7228 0,7041 0,2333 - 2,125

T 276 (55%) 18 (60%) 258 (55%) - - -

C 226 (45%) 12 (40%) 214 (45%) 0,7034 1,244 0,5861 - 2,641
Total AF AVE+ AVE-

rs7501477 TIMP2 (n=248) (n=16) (n=232) p OR IC

GG 153 (62%) 9 (56%) 144 (62%) - - -

GT 83 (33%) 6 (38%) 77(33%) 09001 0,8021 0,2752 - 2,338

TT 12 (5%) 1 (6%) 11 (5%) 0,7752  0,6875 0,07964 - 5,935

GT+TT 95 (38%) 7 (44%) 88 (38%) 0,8436 0,7857 0,2825 - 2,185

G 389 (78%) 24 (75%) 365 (79%) - - -
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T 107 (22%) 8 (25%) 99 (21%) 0,7909 0,8137 0,3546 - 1,867
AF= Anemia Falciforme; AVE+= pacientes com histérico de acidente vascular encefalico; AVE-=
pacientes sem histérico de acidente vascular encefalico. OR= Odds Ration; IC= Intervalo de
confianca. P valor= Fischer exact test.

Na tabela 7 esta representado os valores do fold change da expressdo génica
de cada grupo de casos em relagcéo ao grupo controle normal. Esses dados mostram
uma expressao génica mais acentuado do MMP1, que se comparada aos demais,

chegando a expressar até 3,32 vezes mais do que o grupo controle, (tabela 7).

Tabela 7 - Fold change do ensaio de expressao, analise por grupo.

Eventos clinicos FC MMP1 FC MMP2 FC MMP7 FC MMP9 FC TIMP1 FC TIMP2
AVE 2,23 0,83 0,70 1,49 0,76 0,72
DTC 3,25 1,45 1,57 1,36 1,71 1,32
CVvO 1,53 0,96 0,94 2,00 0,90 0,94
CvD 3,32 1,54 1,40 2,02 1,52 1,33

FC= Fold change; AVE= Acidente vascular encefalico; DTC= Ultrassonografia doppler transcraniana; CVO= Crise
vaso-oclusiva; CVD= Doenca cérebrovascular.

Os niveis de expressao dos genes MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, TIMP1 e TIMP2
foram mensurados por PCR quantitativa a partir do PBMC de pacientes com AF,
homozigotos HbSS, com historico ou risco de AVE e também em pacientes com
histérico de CVO, comparado a pacientes sem a manifestacao clinica/controle. Um
panorama geral da expresséo génica esta representado no Heatmap da figura 15.

Foram destacadas as diferencas nos niveis de expressdo dos genes MMPs-
TIMPs nos pacientes com AF e CVD e, dentre estes genes, 0 que apresentou
diferenca significativa na expressao foi o gene MMP1, com maiores niveis de
expressao nos individuos com CVD, comparado aos pacientes controle, p=0,0002,
(Figura 16).
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Figura 15 - Heatmap expressao génica das MMPs-TIMPs em pacientes com anemia

falciforme e doenca cerebrovascular (figura A) e crise vaso-oclusiva (figura B). 1S=
Ischemic Stroke, Risk IS= Risco de Ischemic Stroke, Control= Individuos controles

sem IS, >5/year= pacientes que apresentaram mais de 5 eventos vaso-oclusivos por

ano, 2-5/year= pacientes que apresentaram de 2 a 5 eventos vaso-oclusivos por ano,

<2lyear= pacientes que apresentaram menos de 2 eventos vaso-oclusivos por ano,
MMP1= Metaloproteinase 1, MMP2= Metaloproteinase 2, MMP7= Metaloproteinase 7,
MMP9= Metaloproteinase 9, TIMP1= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase

1, TIMP2= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase 2. Row min= menor

expressdo de mRNA, Row max= maior expressao de metaloproteinase 2. Figura A=

pacientes com doenca cerebrovascular, Figura B= pacientes com crise vaso-oclusiva.
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Figura 16 - Expresséo génica MMPs-TIMPs em individuos com crise vaso oclusiva (fig
A); doenca cerebrovascular (fig B). Figura A= pacientes com crise vaso-oclusiva,

Figura A=

pacientes com doenca cerebrovascular,

>blyear=

pacientes que

apresentaram mais de 5 eventos vaso-oclusivos por ano, 2-5/year= pacientes que
apresentaram de 2 a 5 eventos vaso-oclusivos por ano, <2/year= pacientes que
apresentaram menos de 2 eventos vaso-oclusivos por ano, MMP1= Metaloproteinase
1, MMP2= Metaloproteinase 2, MMP7= Metaloproteinase 7, MMP9= Metaloproteinase
9, TIMP1= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase 1, TIMP2= Inibidor tecidual
enddégeno de metaloproteinase 2, CVD+ = pacientes com doenca cerebrovascular,
CVD- = pacientes sem doencga cerebrovascular, RQ= relative quantification. Teste

estatistico= kruskal wallis ou mann Whitney. p<0,05.
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Ao avaliar apenas os pacientes com histérico de IS, comparados aos pacientes
sem IS, o gene MMP1 apresentou maior expressao nos pacientes com historico 1S,
p= 0,0269 (Figura 17).

Figura 17 - Expresséo génica MMPs-TIMPs em individuos com historico de Acidente
Vascular Encefalico (figura A) e risco aumentado para ischemic stroke, avaliado pelo
DTC (Figura B). Figura A= pacientes com stroke, Figura B AR= pacientes com alto
risco para IS; Cond. = Pacientes condicionantes para IS; P valor= Fischer exact test.
DTC: Normal (menor que 170 cm/s); Condicionante (170-199 cm/s); alto risco (=200
cm/s), MMP1= Metaloproteinase 1, MMP2= Metaloproteinase 2, MMP7=
Metaloproteinase 7, MMP9= Metaloproteinase 9, TIMP1= Inibidor tecidual endégeno
de metaloproteinase 1, TIMP2= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase 2.
RQ=relative quantification. Teste estatistico= kruskal wallis ou mann Whitney. p<0,05.
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Os niveis de expressao dos genes MMPs-TIMPs também foram mensurados
nos pacientes com risco de desenvolvimento de AVE O gene MMP1 foi mais expresso
nos grupos de pacientes condicionantes para AVE, p=0,0016, também teve maior
expressao nos pacientes com alto risco para AVE, p= 0,0419. Os genes MMP7 e
TIMP1 e TIMP2 também estiveram mais expressos nos pacientes com risco para AVE,
p= 0,0141 e p=0,0262, p=0,0021, respectivamente (Figura 17). Os genes MMP2 e
MMP9 ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de expressédo nestes
grupos.

Nos pacientes com historico de CVO, apenas o gene MMPL1 teve sua expressao
aumentada de forma significativa nos pacientes com 22 CVO/ano, comparado aos
pacientes com <2 eventos/ano, p=0,0262, (Figura 16). Os demais genes de MMPs-
TIMPs nao foram associados a CVO nos grupos estudados (Figura 16).

Também avaliamos a expressdo das MMPs-TIMPs entre os grupos de
pacientes que utilizam HU comparado aos que ndo fazem uso, com o intuito de
analisar se a HU interfere nos niveis de expressdo desses genes, porém néo foi
observado associacéo da expressao destes genes com HU (Figura 18).

Foi avaliado os niveis de expressdo génica entre os genotipos de cada SNP
deste trabalho. Apenas o SNP rs17576 do MMP9 apresentou diferengas significativas
da expressao genica entre 0s genotipos, onde o gendtipo AG, p=0,0135, e AG+GG,
p=0,0065, apresentaram niveis mais elevados de expressao quando comparado ao
genotipo AA (Figura 19). Os demais genes ndo apresentaram relacdo dos gendtipos
com a expressao do gene. O estudo da correlacédo entre as MMPs e TIMPs néo

mostrou relacdo entre estes genes nos pacientes desta pesquisa (Figura 18).
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Figura 18 - Expressédo génica MMPs-TIMPs em relacédo ao uso de HU (figura A) e
correlagdo dos genes MMPs-TIMPs (Figura B). Figura A= pacientes que fazem uso
de Hidroxiuréia, Figura B= correlacdo das MMPs com TIMPs, HU= hidroxiuréia,
MMP1= Metaloproteinase 1, MMP2= Metaloproteinase 2, MMP7= Metaloproteinase 7,
MMP9= Metaloproteinase 9, TIMP1= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase
1, TIMP2= Inibidor tecidual enddgeno de metaloproteinase 2. RQ= relative
guantification. Teste estatistico= Mann Whitney, p<0,05. Teste correlacdo de
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Figura 19 - Expressdo génica das MMPs-TIMPs em relacdo aos SNPs. MMP1=
Metaloproteinase 1, MMP2= Metaloproteinase 2, MMP7= Metaloproteinase 7, MMP9=
Metaloproteinase 9, TIMP1= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase 1,
TIMP2= Inibidor tecidual endégeno de metaloproteinase 2. MMP1 1G= major alele,
MMP1 2G= minor alele, MMP2 C= major alele, MMP2 T= minor alele, MMP9 A= major
alele, MMP9 G= minor alele, TIMP1 T= Major alele, TIMP1 C= minor alele, TIMP2 G=
major alele, TIMP2 T= minor alele. RQ= quantificacdo Relativa. Teste estatistico=

kruskal wallis ou mann Whitney. p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Para o0 nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a avaliar SNPs e
expressao dos genes das MMPs e seus inibidores TIMPs em pacientes jovens com
AF e manifestacdes cerebrovasculares e vaso-oclusivas.

Os niveis de expressao do gene MMP1 foram maiores nos pacientes com CVD,
histérico de AVE, pacientes com alteragdes no DTC e individuos com =2 eventos
CVO/ano, comparado aos pacientes sem estas manifestacdes. Corroborando com o
estudo em células formadoras de colénias endoteliais (ECFCs) presentes no sangue
periférico, em que o estudo de expressao diferencial apontou superexpressao do gene
MMP1 em ECFCs de adultos com AF e AVE (ITO et al., 2020). A hipotese funcional
na MMP1 na AF envolve o processo de angiogénese, evento importante na AF, que
pode ser regulado pela MMP1, pois ha relatos de que a angiogénese contribua para
0 reparo neurologico envolvendo a remodelacdo da matriz extracelular (ITO et al.,
2020; HERMANN; ZECHARIAH, 2009; RUNDHAUG, 2005). Secretada por
macréfagos, a MMP1 faz com que estas células penetrem nos tecidos lesionados
durante o processo inflamatdrio, digerindo elastina e degradando a membrana basal
(ZHANG et al., 2018). Na literatura, ja existem relatos da atuacdo dessa molécula
também em doengas inflamatdrias (ITO et al., 2020; HUANG et al., 2017), por
exemplo, no AVE aterosclerético, ela atua na migracao de células musculares lisas
vasculares, diferenciacdo de mondcitos e degradacdo do coladgeno tipos I, 1l e Il
(WESLEY etal., 1998; ROCNIK et al., 1998; NIKKARI et al., 1995), como a inflamacao
cronica é um evento chave na AF, indicamos estudos que correlacionem a MMP1 com
marcadores inflamatorios na AF. Além disso, acreditamos que altos niveis de MMP1
pode estar associado a degradacdo excessiva da matriz extracelular e manutengao
da inflamacéo crénica, que seria prejudicial para os pacientes com AF.

Cerca de 90% dos AVE podem ser evitados com a terapia de transfusdo de
sangue preventiva em pacientes com alto fluxo detectado pelo DTC, porém o risco
de AVE reaparece quando o regime de transfusao é interrompido (ADAMS et al., 1998;
PLATT, 2006). Além disso, com a aumento da idade dos pacientes, a medida que o
cranio amadurece, fica mais dificil a triagem pelo DTC, assim, a descoberta de outros
fatores de risco que complementem o DTC se fazem necessarios, pois pode oferecer
uma chance de prevencdo do AVE complementar ao DTC (PLATT, 2006), e neste

estudo, a MMP1 se mostou como uma molecula promissora para esta finalidade.
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Observamos que o genotipo 1G/1G esteve mais frequente nos pacientes de
alto risco para AVE comparado ao genotipo 1G/2G, p=0,0278, OR= OR=3,667 (1,249-
10,76). Porém, esses achados ainda sdo muito preliminares e necessitam de novos
estudos para confirmar e entender o efeito desse SNP sobre a doenca. Nao
encontramos associacao entre 0 SNP e os niveis de expressdo de MMP1, mas ja foi
visto que em células de fibroblastos, melanoma, e endoteliais da veia umbilical
humana, a presenca do alelo 2G esta associado a niveis mais elevados de MMP1
(AFFARA et al., 2011; RUTTER et al., 1998). Além do SNP, outros fatores podem
regular os niveis de expressdo do gene, como RNAs circulantes, miRNAs, outras
proteases, citocinas, ligantes de superficie celular e fatores de crescimento (ROY,
2019; LIU et al., 2021; BODE et al., 1999), e este pode ser um dos motivos pelo qual
nao foi observada relacdo do SNP com a expressao do gene neste estudo.

A expressao génica de MMP7 também foi aumentada em pacientes com risco
de desenvolvimento de cerebral AVE . Em individuos com cancer, de acordo com
estudo no The Cancer Genome Atlas (TCGA), seus niveis foram significativamente
aumentados em diversos tipos de canceres (MENG et al., 2022). No cancer, o papel
dessa molécula esta ligado a degradacdo de caseina, fibronectina, colageno e
proteoglicanos, desempenhando influéncia na génese e desenvolvimento de tumores,
reducdo da adesao celular, inibicdo da apoptose e promovendo a vasculogénese
(MENG et al., 2022; LI et al., 2006). Em idosos, na Suécia, o0s niveis circulantes de
MMP7 foram associados de forma independente ao AVE, apontando assim esta
molécula como fator de risco e um possivel marcador para cerebral AVE (LIND et al.,
2015). Apesar de haver poucos estudos relacionados a esta MMP, sua participacao
na regulacdo da matriz extracelular e inflamacé&o pode ser importante no AVE de
individuos com AF, pois em pacientes com doenca cardiovascular, foi observado que
0s niveis de MMP7 foram aumentados comparado a individuos controle, e que a
MMP7 pode ativar a pro-MMP8 em MMP8, principalmente no processo inflamatério
da doenca cardiovascular (TOUMAINEN et al., 2014).

Neste estudo, o SNP rs17576 do MMP9 apresentou diferencas significativas na
expressao génica entre os genotipos, cujo gendtipo AG, p=0,0135, e AG+GG,
p=0,0065, apresentaram niveis mais elevados de expressao do gene MMP9 quando
comparado ao gendtipo AA. Na literatura, ndo foi encontrado estudos anteriores que
revelassem associacdo deste SNP com os niveis de expressdo do gene MMP9. No

entanto, ja foi observado que o alelo variante G esta associado a niveis aumentados
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de MMP9 no plasma de pacientes com doenca cardiovascular (LUIZON et al., 2016;
BLANKENBERG et al., 2003; ZHANG et al., 1999).

Zielinska-Turek et al. (2022) observaram niveis aumentados de MMP9 em
pacientes com acidente vascular cerebral isquémico em comparacdo a pacientes com
estenose caroétida assintomatica. Cai et al. (2022), em seus estudos com ratos machos
Sprague-Dawley submetidos ao modelo de oclusdo da artéria cerebral média (MCAO),
visualizou que niveis de expressao de MMP9 foram significativamente maiores nesses
animais. Estes autores ainda sugeriram que a inibicdo da MMP9 pode proteger a
integridade da barreira hematoencefalica, preservando as proteinas de juncdo na
lesdo cerebral isquemica. Com isso, a relacdo desta molécula na doenca cerebral se
da ao fato de a MMP9 atuar sobre o colageno tipo IV, fibronectina e laminina, principais
componentes da lamina basal, exercendo influéncia sobre a abertura tardia da barreira
hematoencefélica apos lesdo cerebral isquémica (LAKHAN et al., 2013). Assim, ndo
descartamos a importancia de novos estudos que envolvam esta MMP e seu potencial
como marcador e até mesmo alvo terapéutico para AF.

Neste estudo, apenas o SNP 372 T > C (Phel24Phe; rs4898) TIMP1
apresentou uma distribuicdo da frequéncia alélica de T mais elevada no grupo de
pacientes com CVO>5 eventos/ano, comparado ao grupo controle com menos de 2
eventos/ano, com OR= 1,757 (1,042 - 2,962), (p= 0,0452), sendo este o primeiro
estudo a avaliar este SNP em individuos com AF. A CVO é um dos eventos
responsaveis pelo desencadeamento da maioria dos sinais e sintomas nos pacientes
com AF, inclusive o cerebral AVE (KOSARAJU et al., 2017). Porém, os efeitos deste
SNP sobre a expressédo do gene TIMP1 sdo desconhecidos, e ndo encontramos
relacdo do SNP com a expressao génica de TIMP1.

Ainda observamos que o gene TIMP1 foi mais expresso nos pacientes com
risco para AVE, p=0,0262. Em pacientes com AVE e estenose =270%, 0s niveis de
TIMP1 foram maiores do que em pacientes apds endarterectomia, apontando que este
pode ser um bom fator preditivo para AVE (ZIELINSKA-TUREK et al., 2022). A funcéo
da TIMP1 na doenca cerebral esta relacionada com a inibicdo da atividade de MMP9
(SU et al., 2019). SU et al., (2019), em seu estudo com ratos, a injecdo de TIMP1
humana recombinante (rhTIMP-1, 1,60 pg/kg/36 h) diminuiu a expressao e ativagao
de MMP9 no cértex, e, com isso, ocorreu a diminuicdo de AVE, indicando que a
inibicdo direta da ativacdo de MMP-9, via rhTIMP1 exdgeno, exerce um efeito

neuroprotetor contra acidente vascular cerebral em ratos induzido pelo frio, aliviando
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o desequilibrio entre MMP-9 e TIMP-1 (SU et al., 2019). A injecdo intravenosa de
nanoparticulas de TIMP1 (CHATURVEDI et al., 2014), plasmideos de cDNA de TIMP1
injetados intracerebroventricular (CHEN et al., 2013), ajudaram a manter a integridade
da barreira hematoencefalica, por aumentar os niveis de TIMP1 no sistema nervoso
central. Como vimos, associacdo da expressdo do gene TIMP1 com risco de AVE
neste estudo, incentivamos estudos intervencionais como os que foram citados acima,
pois podem reduzir a incidéncia de AVE na AF.

Neste estudo o gene TIMP2 também esteve mais expresso nos pacientes
condicionantes para cerebral AVE, p=0,0021. Na hipertensdo arterial resistente, os
niveis de TIMP2 no plasma também foram aumentados sugerindo atividade
desequilibrada de MMP2 na hipertensdo (SABBATINI et al., 2016). Nas doencas
cerebrovasculares, de acordo com a literatura atual, o desequilibrio entre TIMP2 e
MMP2 foi relacionado ao remodelamento e disfuncéo vascular (CASTRO et al., 2008),
transformacdo hemorragica apds isquemia cerebral (LORENZL et al.,, 2003),
aneurisma cerebral (AOKI et al., 2007) e ruptura da barreira hematoencefélica
(KRIZANAC-BENGEZ et al., 2006). Este foi o primeiro estudo a fornecer informacdes
sobre o SNP e expressédo do gene TIMP2 no cerebral AVE em AF, e indicamos novos
estudos para melhor esclarecer seu papel na doenca.

Algumas limitagcbes podem ser apontadas neste estudo, como o0 pequeno
namero de pacientes, o0 que prejudica um pouco as analises estatisticas, pois as
medidas de loockdown contra a Covid-19 no Brasil interromperam as coletas de
amostra bioldgica, interferindo na quantidade de pacientes coletados. Pelo estudo ser
composto por pacientes jovens, o numero de casos foi bastante reduzido em
comparagao aos controles e outro estudo abordando pacientes adultos pode trazer
novas conclusfes acerca deste tema, o qual também permitiria uma analise mais
prolongada da relacéo entre as MMPs-TIMPs e as sequelas deixadas apo6s o cerebral
AVE.

As diferencas nos resultados ou auséncia de associagdo com alguns dos genes
pode ser devida a diferengas étnicas, tamanho da populacdo, desenho do estudo e
também muito importante fatores epigenéticos. Por fim, recomendamos novos estudo
incluindo estudos experimentais com genes nocautes para as MMPs-TIMPs.

Por fim, os pacientes com histérico de cerebral AVE ndo apresentaram padrbes
de expressao visiveis no Heatmap. Nossa hipotese é que com a cura do evento de

AVE a expressao das MMPs-TIMPs retorna as condi¢cbes normais. Ja os pacientes
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com risco para AVE apresentam padrdes de expressao up-regulated. Os individuos
controles, em sua maioria, estao relacionados a menor expresséo. Nos individuos com
CVO apenas o gene MMP1 apresenta um padrédo de maior expressao genica nos

grupos com =2 CVO/ano em comparacao aos individuos com <2 CVO/ano.

6.2 CONCLUSOES

O gene MMPL1 tanto o SNP MMP1 -1607 1G/2G quanto os niveis de expressao
foram associados ao risco de cerebral IS, a expressdo do MMP1 também foi associada
a maior frequéncia de CVO/ano. Os niveis de expressdo de MMP7, TIMP1 e TIMP2
estiveram aumentados em pacientes condicionantes a cerebral IS. O SNP 372T>C
(rs4898) TIMP1 alelo T foi mais frequente em pacientes com >5 eventos CVO/ano. O
SNP rs17576 do MMP9 apresentou diferencas nos niveis de expressao do gene,
estando aumentados nos gendétipos AG, e AG+GG. Os achados desse estudo, os
SNPs e expressao génica dao suporte inicial para um entendimento do papel das
MMPs-TIMPs na fisiopatologia da AF em pacientes jovens e as indicando como
potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos.
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MiRNAs as candidates for the development of strategies for inducing HbF

synthesis in sickle cell disease: a review
Abstract

Sickle cell disease (SCD) is caused by the rs334 (A>T) point mutation that leads to
changes in the 8 hemoglobin-globin chain. This promotes the formation of polymers in
the erythrocytes, resulting in inflammatory and chronic complications in various organs
and tissues. Hydroxyurea (HU) is the most widely used drug for treating patients with
SCD. HU reduces neutrophils, reticulocytes, platelet, and cytokine counts, and
consequently contributes to the reduction of vascular occlusion processes and
therapeutic induction of fetal hemoglobin (HbF) synthesis. However, not all patients
respond to HU, and some reverse effects may occur. As possible epigenetic regulators,
the miRNAs are being studied as potential influencers in the synthesis of HbF,
regulating genes and transcription factors involved in the synthesis pathways of this
protein. HU regulates the expression of miRNAs such as miR-15a, miR16-1, miR-26b,
miR-151-3p, miR-451, miR210, miR-29a, miR-130b, miR-148a, miR-192, miR-194,
miR-215 and miR-494, such as, the canonical pathways, cGMP-PKG and MAPK, and
genes, BCL11A, MYB, STAT3, NRF2, DNMT3A and DNMT3B, which may influence
the synthesis of HbF are associated with miRNAs: miR-19b-1-5p; miR-582-5p; miR-
301b-3p; miR-2115-5p; miR376a-3p; MiR-186-3p; miR-1200; miR-3680-5p; miR-935;
MiR-615-5p; MiR-3652; miR-4321; miR-1207-5p; miR-4251; miR-132-5p ; miR-125a-
3p; MiR-135b-5p; MIR-557; miR-4255; miR-29b, miR-34a, miR-144. Therefore, the
study of these molecules is important for developing of new therapeutic strategies in
SCD.

Keywords: sickle cell disease; microRNAs; fetal hemoglobin; HbF.



86

Introduction

The presence of hemoglobin HbS that originates from a single base change rs334
(A>T) that leads to the substitution of the amino acid glutamic acid by valine in position
6 of the B-globin chain of hemoglobin cause Sickle cell disease (SCD) [1]. The disease
may occur in homozygosity for the rs334 mutation (HbSS) (called sickle-cell anemia-
SCA), which presents a higher mortality rate and greater severity in clinical
manifestations, and heterozygosity composed of rs334 and mutations that lead to other
structural variants of B-globin, such as HbSC and HbS/B-thalassemia. However, in
these ways, SCA stands out as the most serious, gaining focus in several studies
around the world [2,3].

SCD is more prevalent in sub-Saharan Africa; the Mediterranean basin; the
Middle East; India. This high prevalence is related to the natural selection process
since these HbS individuals (in heterozygosis) have protection against severe malaria,
where in almost 12,000 severe cases of malaria and more than 17,000 controls
distributed in Africa, Asia and Oceania, attributed to about 86% of the risk reduction of
severe malaria to the heterozygous genotype HbAS [4,5]. Due to the slave trade and
the large flow of contemporary population migrations, the SCD has spread around the
world, becoming a public health problem in many regions [6]. It is estimated that around
300,000 children with SCA, are born worldwide [7]. Approximately 100,000 people live
with SCD in the United States [8]. In sub-Saharan Africa, at least 240,000 children are
born with SCD [9]. Cancado et al. [10] estimate that 4% of the Brazilian population has
sickle cell trait (HbAS) and that 25,000 to 50,000 people have the disease in a
homozygous state (HbSS) or the condition of heterozygotes [10]. Currently, in Brazil,
it is estimated that it varies from 60,000 to 100,000 cases [11].

When oxygen levels decrease in circulation, HbS polymerization occurs in long
fibers, which make the erythrocytes rigid and sickle-shaped, decreases their flexibility
and makes them difficult to pass through vessels, especially those of smaller calibers
[12,13]. The sickle cell process is the first factor behind the pathophysiological
consequences of SCA that occur in conditions of low oxygen tension, in these
conditions, erythrocytes undergo both structural and functional changes that lead to
harmful consequences in various organs and tissues of the body [14,15].

The sickle cell process has a great impact on chronic inflammatory

manifestations, which are characteristics present in SCA and result from several
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factors that interconnect and feedback, generating a permanent inflammatory cycle
where the emergence is linked to three interrelated mechanisms: (1) the involvement
of erythrocytes, granulocytes, monocytes and platelets to the vascular endothelium,
causing occlusion-vascular; (2) chronic inflammatory phenomena and occurrence of
hemolysis, exacerbated by acute episodes and production of inflammatory
intermediates such as cytokines; (3) changes in nitric oxide metabolism and oxidative
stress [16].

SCD presents asymptomatic periods interspersed with periods of intense
symptomatology, involving several organs. Clinical manifestations occur when HbF
levels in the blood are reduced to values below 30%, this usually happens around the
sixth month of life [17]. In the second decade of life, the chances of the appearance of
complications in organs such as kidneys, lungs, and eyes due to the occurrence of
vascular occlusions, which with ischemia-reperfusion, activation of the vascular
endothelium, and hemolysis, determine most of the signs and symptoms present in the
clinical picture of patients, such as hemolytic crises, pain crises, dactylitis, acute
thoracic syndrome, acute splenic sequestration, retinopathy, chronic renal failure,
splenectomy, stroke, cognitive problems, priapism, infections (mainly by bacteria),
painful episodes caused by vascular obstruction, and the appearance of leg ulcers.
[18-21].

Hydroxyurea (HU) is the most widely used drug for treating patients with SCA,
licensed by the US Food and Drug Administration. It is a chemotherapy agent that was
initially used for treating cancers and came to be used in SCA about three decades
ago. HU inhibits ribonucleotide reductase, an enzyme involved in DNA synthesis. HU
reduces neutrophils, reticulocytes, platelet, and cytokine counts, and consequently
contributes to the reduction of vascular occlusion processes. Moreover, the most
prominent factor in the use of HU is the therapeutic induction of HbF synthesis [22,23].
Because HbF mitigates the effects of the modified beta chain in the disease, where
high levels of HbF decrease hemolysis, it has a beneficial effect on clinical
complications, which reduce hospitalization and increases survival [24]. However,
adverse effects may occur due to the use of HU, such as infertility, susceptibility to
infections, or teratogenic effects [25]. Not all patients respond to HU therapy, and it is
essential to understand the molecular mechanisms involved in the regulation of y —
globin to develop HbF induction strategies is fundamental for the discovery of other
effective therapeutic options for SCD [26].
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Although the induction of HbF expression has been successful, however, there
Is still much to be evaluated concerning this aspect, since several factors can influence,
it such as epigenetics, highlighting the influence of microRNAs [24,27].

MicroRNAs are short molecules of 18-25bp, which are not properly encoded in
proteins, they bind to the untranslated 3' region (UTR) genes and can inhibit their
expression, in addition, mMiIRNAs can act in the degradation and inhibition of translation
[24,28,29]. These regulate about 40 — 70% genes of the human genome [27].
Currently, in the literature, we already see that some miRNAs are associated with HbF
[26,27,30-34]. Despite being a single-based disease, the complexity of discovering an
effective treatment or cure is very great. In more than 30 years of studies involving
SCD, only chronic blood transfusion, especially for cases susceptible to stroke
development, and hydroxyurea therapy has been implemented more effectively.

Recently, technological advances have led to the development of new drugs
that address different aspects of the pathophysiology of SCD, but these are not yet
widely used in the clinical practice patients [35]. Therefore, the discovery of genetic
markers and molecules that may be future therapeutic targets is of paramount
importance for SCD, given that other genes and epigenetic factors interfere with the
severity of the disease, this has been the target in recent studies for clinical and
therapeutic diagnostic approaches in these patients, and here we cite miRNAs as
promising molecules for development of new strategies to improve the quality of life
and survival of these patients. Thus, this review analyzed in the literature the miRNAs

that are associated with the regulation of HbF in patients with SCD.
Materials and Methods

This study has a descriptive character, which allows through the analysis of research
in the scientific literature the search for knowledge about a subject of paramount
importance, related to a public health problem in many regions of the world that as
SCD. From this, at the beginning of the research, the: definition of the target theme
was performed; inclusion and exclusion criteria; bibliographic research; tabulation of
the data obtained; interpretation of the results and writing of the review [36].

After the conducting question was defined, which miRNAs are related to HbF in
patients with SCD from different regions of the world. For this, the following databases
of bibliographic scientific research were used: PubMed (U.S. National Library of

Medicine) (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/); Scielo (Scientific Electronic Library
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Online) (https://lwww.scielo.org/); MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval
SystemOnline)(http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/ia
h.xis&base=MEDLINE&lang=p&form=F); LILACS (Latin American and Caribbean
Literature on Health Sciences) (https://lilacs.bvsalud.org/).

The articles were searched out between April and July 2022. The following
Health Sciences Descriptors (DeCS) were used: Sickle-cell anemia; sickle cell
disease; micro RNA; miRNA; hemoglobin F; HbF. To perform the search with a focus
on the conducting question, the descriptors were combined using the boolean
operator AND at the intersection, for example, Sickle-cell Anemia AND miRNA AND
HbF. The inclusion criteria used were articles in any language; human studies with
sickle cell disease or experimental study; any publication date. The following were
excluded: dissertations, theses, reviews, duplicate articles between the research

bases, and articles that did not contemplate the research'’s guide question.
Results

During the bibliographic search, in the PubMed database, which showed the most
results in the research, there are more than 29 thousand papers using the descriptor
sickle cell disease, the result of more than 30 years of research from the discovery of
the disease to this day.

With the application of the combined descriptors focusing on the miRNA and
HbF relationship, 82 articles were found, with a first reading of the titles and abstracts,
18 articles were filtered, after a thorough reading of these articles, only 7 presented
the characteristics required for research and were then selected, the remaining 75
were excluded, because they did not contemplate the conducting question or were
duplicated between searches (figure 1). At first, we noticed that despite a very
significant number of papers on the disease in the literature, very few approach
mMiRNAs and their relationship with HbF, an extremely important molecule to reduce
the harmful effects of the disease [26,27,30-34]. Thus, we highlight the importance of
further studies on this theme.

The first selected article dates from 2011, showing that the approach to this
theme is relatively recent, which may be due to the development of the most advanced
and accessible molecular biology techniques in research laboratories, as well as

bioinformatics tools that facilitate data processing and speed in analysis. The other
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articles are distributed on the following dates: [n=1] 2015; [n=1] 2016; [n=3] 2019; [n=1]
2021, Totaling 7 articles.
MiRNAs that were found with variations in their expression, and that may have

some direct or indirect relationship with HbF are listed in table 1.
Discussion

Das et al. [27] when performing differential expression analysis between a group of
patients with elevated HbF levels and another with normal HbF levels, observed that
miRNAs were differentially expressed between the groups. Additionally, these
differentially expressed miRNAs regulate genes that are also differentially expressed,
being cGMP-PKG (ATP2A2, ADCY9, MEF2C, NOS3, NFATC1, NFATC2, PDE5A,
SRF, SLC8A1) and MAPK (DUSP6, FGFR1, MAP2K4, MAP3K7, MEF2C, NFATC1,
SRF) during HbF synthesis. that need to be tested [27]. And these authors showed
advances focused on these interactions, with the use of Valproate (anticonvulsant
agent appointed as a good candidate for studies in patients with SCA), this drug
negatively regulates the expression of miR-125-3p that three targets MAPK pathway
genes (MEF2C, FGFR1, and NFATC1), thus, which may induce the synthesis of HbF
[27].

In patients with SCD and thalassemia, based on genome association studies,
in single nucleotide polymorphisms (SNPs), it was seen that about 30-50% of inherited
variations in HbF levels in different populations are associated with three genetic loci,
including -158 Xmnl1-HBG2, BCL11A in 2pl15 and the HBS1L-MYB region, with
BCL11A has the highest influence on HbF expression, silencing the y-globin gene [37-
41].

The HU is also involved in the regulation of certain miRNAs and consequently
in HbF levels. With significant positive regulation of miR-15a and miR16-1 in 6h post-
treatment, these are known MYB inhibitors, also miR-151-3p and miR-451 were
regulated upward after 6h of treatment. However, these miRNAs were adjusted after
12h and returned to baseline after 24h of treatment with HU [25]. The negative
regulation of MYB in erythroid cells and K562 is related to the induction of y-globin
expression, and inversely related to the microRNAs miR-26b, miR-15a, and miR-16-1,
which are implicated in the increase in HbF production because they target the
transcription factor MYB [25]. These authors also highlight that in vitro inhibition of miR-
26b, miR-151-3p, and miR-451 results in decreased HbF, this effect may be due to
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miR-26b having the ability to inhibit the translation of MYB, which in turn causes
reduced activation of KLF-1, decreasing the expression of BCL11A, and consequently
increasing the production of HbF [25].

Also, about HU and miRNAs, different from Pule et al. [25]; Sawant et al. [33]
analyzed the expression of miR-210 in 10 individuals with SCA before and after 3
months of HU therapy (10 mg/kg/d), in addition to 10 normal individuals for the control
group. This author identified 4.11 + 1.11 times in mir-210 expression in patients with
untreated SCA compared to healthy normal controls. MiR210 expression was
significantly regulated upwards in patients after HU therapy with an increase of 7.49 +
1.031 (P <0.05) compared to baseline, suggesting a role of miR-210 in HbF induction.
where this miRNA can increase the expression of HBG1/HBGZ2 (y-globin genes) during
the differentiation of erythroid cells [33,42]. Additionally, the reduction of globin gene
expression and delayed maturation of K562 cells and erythroid progenitor cells inhibit
of miR-210 expression [43]. Some molecular targets for miR-210 (HDAC1, SIN3A,
PLK1, PTBP3 [ROD1], E2F3, RPTOR [KIAA1303], FANK1, CYB5R2), have been with
involvement in HBG2 regulation and HbF induction [33,44].

In the study by Walker et al. [34] 10 miRNAs were differentially expressed
among CD71+ cells of the 3 patient groups evaluated (HbSS before treatment; HbSS
post-treatment with HU/maximum tolerated dose (DMT); HbAA) (P <0.05); miR-26b,
miR-29a, miR-130b, miR-148a, miR-151-3p, miR-192, miR-194, miR-215, and miR-
494 were all significantly regulated upwards, while miR-223 was set down. Of these,
miR-148a, miR-151-3p, and miR-494 were significantly regulated upwards by HU. Only
the expression of miR-26b was significantly associated with HbF levels, being inversely
related to baseline HbF levels [34].

In addition to the transcription factors mentioned above, miRNAs can act in the
DNA methylation process, which in turn can regulate the transcription of several genes.
With this, it has been seen that the decrease in methylation of the HBG gene
reactivates its transcription. For example, HbF was induced in patients with SCD
treated intravenously with DNA-methyltransferase inhibitor (DNMT) decitabine (Dec)
[45,30]. MiIRNAs can be important molecules in this regulatory process, where in
silico analysis showed that miR-29b has a complementary consensus sequence to the
region 3'-not translated from DNMT3A and DNMT3B (genes encoding proteins
involved in DNA methylation), indicating the importance of evaluating miRNAS in this
methylation process [30]. Starlard-Davenport et al. [30] showed that miR-29b, a DNMT
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inhibitor, reactivates HBG gene transcription and HbF synthesis in human primary
erythroid progenitor cells, in addition, increased the expression of miR-29b in
reticulocytes isolated from individuals with SCD and elevated HbF levels provide
additional evidence for the clinical relevance of this molecule. Thus, these authors
suggest future studies evaluate the ability of miR-29b to mediate epigenetic effects to
activate HBG transcription and HbF expression in SCD progenitors or preclinical
mouse models, which are desirable for developing treatments for SCD and other (-
hemoglobinopathies. Since strategies to inhibit DNA methylation machinery,
generating hypomethylation of the HBG promoter may be an effective approach for the
therapeutic induction of HbF in patients with SCD [30,45].

Still, Ward et al. [32] in their study with human cells K562 and HEK293, saw
once again the interaction of miRNA with transcription factors that regulate the y-globin
gene. This author suggests that miR-34a has a binding site in stat3's 3'UTR (which has
been implicated in the regulation of the y-globin gene). Showing an indirect mechanism
of the activation of y-globin by miR-34a by silencing the STAT3 gene [32].

In differential expression analysis of miRNAs isolated from reticulocytes CD71+,
Li et al. [26] showed that in 12 individuals with SCD, separated into high HbF and low
HbF, the expression of miR-144-3p (miR-144) and miR-144-5p increased 7.96 times
(p=0.0010) and 7.79 times (p=0.0037), respectively, in the low HbF group compared
to the high HbF group [26]. Additionally, miR-144 influences the occurred and clinical
evolution of leg ulcers in patients with SCD [46].

The miR-96-5p and let-7b-5p implicated in the regulation of the globin gene had
increased expression in the low HbF group, bringing evidence that the increase in the
levels of these miRNAs is associated with reduced HbF and that they may be possible
indicators of disease severity since low levels of HbF are implicated in more severe
anemia [26]. Repression of miIRNA let-7 expression by LIN28 causes a 19 to 40%
increase in HbF levels in patients with SCA [47]. Alternatively, miR-1, miR-5701, and
miR-2116-3p were negatively regulated in the low HbF group; these can silence
repressors of the y-globin expression, showing that different miRNAs can act in various
ways on the regulation of HbF [26].

Oxidative stress, which is widely studied in patients with SCA, has also shown
to be important in this relationship of miRNAs with HbF. In vitro analysis in normal
erythroid and sickle cell progenitors under oxidative stress supports an miR-144/NRF2
model of regulation of the globin y-globin gene [26]. Silencing the NRF2 gene by
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overexpression of miR-144 leads to the repression of the transcription of the y-globin
gene and HbF synthesis; but this effect can be reversed as the treatment with anti-
miR-144 [26]. Reinforcing this idea has already linked the expression of miR-144 and
NRF2 to oxidative stress, redox potential and severity of anemia in SCD [26,48,49].
Taking this as an example, the development of antagomirs can be used for the
discovery of HbF-inducing molecules, where studies in experimental and pre-clinical
models can better establish this relationship in the future.

Here, it was seen that the treatment with HU can modify the expression of some
miRNAs and with this influence the synthesis of HbF. As well as, so far, we have seen
that miRNAs act mainly indirectly on HbF, as it regulates other genes, such as various
transcription factors and even molecules involved in DNA methylation. With this, we
recommend that further studies be conducted to detect other miRNAs involved in this
process, and particularly experimental studies and clinical trials with the already
mentioned MiRNAs can bring important applications of these molecules for treatment
of clinical events of SCD.

Conclusion

According to the research criteria, seven articles were selected, showing that this
theme, miRNAs and their relationship with HbF, there is still much to be discovered
and reinforced from this theme. It has also been discovered that HU, a widely used
drug to regulate HbF levels in patients with SCD, modifies the expression of miRNAs
such as miR-15a, miR-16-1, miR-26b, miR-151-3p, miR-451, miR210, miR-29a, miR-
130b, miR-148a, miR-192, miR-194, miR-215, and miR-494. Moreover, in general,
these miRNAs act on biological pathways that induce or block the expression of HbF,
depending on the situation.

Other authors have also highlighted in their studies miRNAs that may be
important for regulating HbF because they act in biological pathways and genes
present in the synthesis of HbF such as the pathways, cGMP-PKG and MAPK, and
genes, BCL11A, MYB, STAT3, NRF2, DNMT3A, and DNMT3B. The main miRNAs
highlighted are: miR-19b-1-5p; miR-582-5p; miR-301b-3p; miR-2115-5p; miR376a-3p;
mMiR-186-3p; MiR-1200; miR-3680-5p; MiR-935; miR-615-5p; miR-3652; miR-4321,
mMiR-1207-5p; miR-4251; miR-132-5p; miR-125a-3p; miR-135b-5p; mMiR-557; miR-
4255; miR-29b, miR-34a, miR-144. With this, continuing to study these molecules is of
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paramount importance, especially in the development of experimental and clinical

studies.
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Table 1. Main miRNAs related to HbF, according to the literature.

miRNAs Targets Influence on HbF References
miR-26b GATA-1, MYB Increasing gene expression y globin. [34]
miR-151-3p BCL11A, MYB, KLF1 Induction of the expression of y-globin. [34]
miR-29B DNMT3A and 3B Increased expression of the y globin. [30]
MiR-210 BCL11A HbF production. [33,42]
miR-15A, miR-16-1 MYB Increasing gene expression y globin. [34,41]
miR-34A STAT3 activation of y-globin. [32]
MiR-451 KLF1, GATA-1 Induction of transcription of y globin. [34]
Let-7 BCL11A When negatively regulated, the expression [26]
of HbF increases.
MiR-144 NRF2 Low HbF levels; Oxidative stress; [26]
Hemolysis.
MiR-96 HBG Suppresses the expression of the y globin. [26]
miR-125-3p MEF2C, FGFR1, induce the synthesis of HbF [27]
NFATC1

GATA-1= GATA binding protein, MYB= MYB Proto-Oncogene, Transcription Factor; B-cell; BCL11A=
lymphoma/leukemia 11A; KLF1= Kruppel-like factor 1, DNMT3A= DNA methyltransferase 3 alpha; DNMT3B= DNA
methyltransferase 3 beta; STAT3= signal transducer and activator of transcription 3; NRF2= NF-E2-related factor 2,
miR microRNA; HBG= hemoglobin subunit gamma 1/2; FGFR1= Fibroblast growth factor receptor 1 protein;
NFATC1= Nuclear Factor Of Activated T Cells 1; MEF2C=Myocyte Enhancer Factor 2C; HbF= fetal hemoglobin.
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Abstract

Background

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disease with great clinical heterogeneity and few
viable strategies for treatment; hydroxyurea (HU) is the only widely used drug. Thus,
the study of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and the gene expression of
MMPs 1, 2,9, 7 and TIMPs 1 and 2, which are involved in the regulation of extracellular
matrix, inflammation, and neuropathies, may provide further insights into the
pathophysiology of the disease and elucidate biomarkers and molecules as potential
therapeutic targets for patients with SCA.

Methods and Results

We evaluated 251 young individuals with SCA from northeastern Brazil. The groups
were divided according to vaso-occlusive crisis (VOC) and cerebrovascular disease
(CVD), compared to control individuals. SNP detection and gene expression assays
were performed by real-time PCR, TagMan system®. Both the expression levels of
MMP1 gene, and the SNP MMP1 -1607 1G/2G were associated with the risk of
cerebral ischemic stroke (IS), and the expression of MMP1 was also associated with a
higher frequency of VOCl/year. Expression levels of MMP7, TIMP1, and TIMP2 were
increased in patients conditioned to IS. The SNP 372T>C (rs4898) TIMP1 T alleles
were more frequent in patients with >5 VOC events/year. The SNP rs17576 of MMP9
showed differences in gene expression levels; it was increased in the genotypes AG,
and AG+GG.

Conclusion

The findings of this study, the SNPs, and expression provide initial support for
understanding the role of MMPs-TIMPs in the pathophysiology of SCA in young

patients.

Keywords: Sickle cell anemia; metalloproteinases; Ischemic stroke; vaso-occlusion

crisis.
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disease caused by an abnormality in the
hemoglobin present in erythrocytes, where there is a substitution of an adenine
nitrogen base for thymine (GAG->GTG), resulting in the exchange of the amino acid
glutamic acid for valine at position 6 of the B-globin chain [1,2]. The SCA clinic is
extremely variable and the reasons for this heterogeneity are not fully understood,
ranging from almost asymptomatic to clinically severe forms that are responsible for
high mortality, especially in young people [1,3,4]. Inflammatory manifestations,
hemolysis, and vascular occlusion arising from changes in the endothelium,
involvement of erythrocytes, granulocytes, monocytes, and platelets to the
endothelium, in addition to changes in nitric oxide metabolism and oxidative stress, are
the pathophysiological characteristics related to most of the signs and symptoms
occurring in patients [5].

Cerebral ischemic stroke (IS) is one of the leading causes of disability in the world. IS
is the most serious event in SCA with a higher chance of causing morbidity and
mortality [6]. IS usually results from complications of vaso-occlusion crisis (VOC), and
the ischemic type is the most frequent; in addition, the risk of developing this event can
be measured by transcranial doppler ultrasound (TCD), which measures the speed of
blood flow; velocities (=200 cm/s) are considered to pose a high risk of developing IS
and, thus, patients are referred to preventive transfusion therapy [7,8].

The vascular alterations found in SCA presents are similar to those that occur in
hypertension and atherosclerosis, e.g., vascular occlusion and change in blood flow
pressure [9]; for this reason, molecules that control basic cellular functions and regulate
the extracellular matrix (ECM) may be important in SCA. Thus, metalloproteinases
(MMPs) and their endogenous tissue inhibitors (TIMPs), which have not yet been well
studied in SCA, may clarify some gaps in the pathophysiology of the disease, because
these act in the mechanism of regulation of homeostasis of the extracellular matrix of
humans and influence the activity of other proteases, cytokines, cell surface ligands,
and growth factors [10,11]. The main functions performed by MMPs-TIMPs are bone
remodeling, wound healing, angiogenesis, cell replacement, remyelination, restoration
of connectivity and neurovascular integrity, and regulation of inflammatory responses
[12].
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MMPs may play a very important role in the pathophysiology of IS in patients with SCA,
l.e., they may enhance tissue regeneration, which is essential for recovery of an
ischemic injury or accident, on the other hand the MMPs could increase the blood-
brain barrier (BBB) permeability, the down-regulation of cav-1 was correlated with
increased MMP-2 and -9 activities and enhanced BBB permeability. However, this
relationship is not yet fully understood owing to the multi-functionality of these proteins
in addition to other factors that may affect the performance of MMPs, such as TIMPs,
the chemokine pattern present in tissues, and epigenetic factors [13-15]. Thus, the aim
of this study was to evaluate the Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and the
expression of these genes and broaden current knowledge about the role of these
molecules in SCA.

Materials and Methods
Study population

This study was characterized as cross-sectional. We evaluated 251 young SCA
patients up to 18 years of age, the samples were coleccted by spontaneous demand
during outpatient care from April 2022 to August 2022 at the Hematology and
Hemotherapy Foundation of Pernambuco (HEMOPE), through Hemoglobin
electrophoresis and High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) (BioRad,
Hercules, CA, USA). Within the protocol of this program, patients are vaccinated
against pneumococcus (Pneumo 7 - Wyeth Pharmaceuticals Inc. USA) and
meningococci (Meningitisc - Wyeth Pharmaceuticals, UK). Also, they used penicillin
(4 U/Kg/day) up to 5 years of age; consequently, there was a more homogeneous
sample for the study. The patients’ clinical data were collected from standardized
medical records provided by the medical archive of the HEMOPE foundation. Patients
on hypertransfusion or transfusion therapy in the last three months prior to biological
sample collection were excluded; patients treated in hospitals other than HEMOPE
were also excluded to avoid discrepancies in clinical information. Informed consent
was obtained from all individual participants included in the study and the parents.

The groups study consisted of SCA patients (HbSS genotype) divided into the following
groups according to the clinical phenotype: 1) cerebral 1S+ (patients with a history of
ischemic stroke) vs cerebral IS- (patients without history of ischemic stroke). 2) high-
risk (HR) for IS (rated by transcranial doppler ultrasound-TCD) vs Conditional (cond.)
for IS (rated by TCD) vs Normal (patients without alterations in the TCD). 3)



107

Cerebrovascular disease (CVD+) (patients who had a history of IS or abnormal TCD
values) vs CVD- (patients without had a history of IS or abnormal TCD values). 4) VOC
>5 (patients who presented more than 5 vaso-occlusive events per year) [patients in
severe state] vs VOC 2 to 5 (patients who presented 2 to 5 vaso-occlusive crisis events
per year) [patients in moderate state] vs VOC >2 (patients who presented more than 2
vaso-occlusive crisis per year) [patients in steady state], Acording Belini Junior, et al.,
2015 [16]. All primary strokes were confirmed by baseline brain magnetic resonance
imaging. The TCD values were classified as Normal (less than 170 cm/s); Conditioning
(170-199 cm/s); High Risk (=200 cm/s) acording Adams, et al. 1998 [17].

Collection and processing of samples

Peripheral blood samples were collected by vacuum venous puncture in Vacutainer
tubes containing EDTA anticoagulant. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)
were obtained by ficoll-hypaque density gradient centrifugation (Amersham
Bioscience, Uppsala, Sweden). Genomic DNA extraction from leukocytes was
performed using the phenol-chloroform technique, acording Davis, et al. 1986 [18].
Total RNA from PBMCs was determined using the extraction method in Trizol

(Invitrogen, UK) according to the manufacturer's instructions.
Complementary DNA synthesis (cDNA)

The total RNA samples were quantified using spectrophotometry technology with the
NanoDrop 2000 (ThermoScientific) equipment to measure the concentration of mMRNA
and verify contaminants in the sample. To obtain the cDNA sequences, High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, CA, USA) was used, according to

the manufacturer's instructions.

Detection of polymorphic variants of MMP1, MMP2, MMP9, TIMP1, and TIMP2

genes

For detection of MMP2-1306 C/T polymorphisms, rs243865 (C__ 3225943 10),
MMP2 rs2285053 C/T (C__26734093_20), MMP9 C/T, rs17576 (C__11655953 10),
TIMP1 +372 C/T, rs4898 (C__11175659 10) and TIMP2 -418 G/C, rs7501477
(C__26078833_10), we used the real-time PCR, TagMan system®. To perform this
technique, the Quantistudio5 equipment (Thermo Scientific, CA, USA) was used at the
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Center of Technological Platforms-NPT of the Instituto Aggeu Magalhdes- 1AM
FioCruz-PE.

Expression of genes MMP1, MMP2, MMP9, MMP7, TIMP1, and TIMP2

Relative quantification of mMRNAs was performed using the real-time PCR technique,
using tagMan® Assays (Applied Biosystens, CA, USA), ACTB (Beta-actin gene,
Hs01060665 g1) technology was used as endogenous control. The results were
analyzed using the comparative method AACT (2(2ACT) for relative quantification of

gene expression.
Data analysis methods

Allelic frequencies were estimated by the gene counting method using the software
pLINK v.1.07. The existence of associations between categorical variables was
evaluated by Pearson's Chi-square tests, or Fisher's exact, when appropriate. The
differences were considered as significant for p<0.05. The magnitude of these
associations was estimated as odds ratio (OR), using 95% confidence intervals. To
compare the continuous variables between two groups, either the t-Student test or the
Mann-Whitney nonparametric test was applied, and for comparison between more
than two groups, the ANOVA or the Kruskal Wallis test was applied, when appropriate.
The GraphPad v.6.0 program. (San Diego, California, USA) was used for these

analyses.
Ethical considerations

This project was approved by the Research Ethics Committee (CEP CAAE
(94534218.0.0000.5192). The participants and guardians of the project participants,
after receiving information about the study, signed the Free and Informed Consent

Form.

Results

Clinical characteristics of patients

Allindividuals with SCA come from northeastern Brazil, and homozygotes for the HbSS
genotype, based on information obtained from medical records. Approximately 49% of
the patients are male and 51%, female; in addition, the study sample was composed
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of young patients with a mean age of approximately 14 years. Only hemoglobin (Hb)
values were statistically different between groups: 1S+ (7.731 g/dL £+ 0.8130); High Risk
TCD (7.490 g/dL £ 0.9714); Conditional TCD (7.781 g/dL £ 0.7722) and the control
group: Normal TCD (8.093 g/dL+ 0.9232), [p=0.0078]. Hydroxyurea (HU) was also
more prevalent in the case groups compared to the control [p<0.0001]. The other

variables did not show different mean values among the study groups (Table 1).
Genotypic frequency of MMP1, MMP2, MMP9, TIMP1, and TIMP2 genes

A number of 251 patients were genotyped for SNPs rs1799750 MMP1, rs2285053
MMP2, rs243865 MMP2, rs17576 MMP9, rs4898 TIMP1 and rs7501477 TIMP2. There
is variation in N between the association groups because of the lack of information on
clinical events in the patients’ medical records; therefore, some individuals could not
be genotyped. For all SNPs, the distribution of genotypes in the case and control
groups were within the Hardy-Weinberg equilibrium, p> 0.05 (Table SI 1). Only the
SNP rs4898 TIMP1 presented a higher allelic T frequency distribution in the group of
patients with VOC>5 events/year compared to the control group, with OR= 1.757
(1.042- 2.962, 95% CI), (p= 00452) (Table 2). Moreover, the 1G/1G genotype of SNP
rs1799750 MMP1 presented higher frequency in the group of patients at high risk for
IS when compared to genotype 1G/2G(p=0.0278), OR=3.667 (1.249- 10.76, 95% CI)
(Table 3). The other SNPs did not present a significant association between the case
and the study control groups. In the groups of patients with IS and CVD, no significant
differences were found between the frequencies of the SNPs of the MMPs-TIM genes
(Table SI 2 and 3).

Gene Expression MMPs-TIMPs

Table 4 shows the fold change values of the gene expression of each case group in
comparison to the normal control group. These data show a more pronounced gene
expression of MMP1 when compared to the others, with a fold change of 3.32 in
comparison to the control group (Table 4).

The expression levels of the MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, TIMP1, and TIMP2 genes
were measured by gPCR of the PBMC of HbSS homozygotes patients, with a history

or risk of cerebral IS, and in patients with a history of VOC, compared to patients
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without clinical/control manifestation. An overview of the genic expression is shown in
the heatmap of Fig 1.

Regarding the expression of MMPs-TIMPs genes in patients with SCA and
CVD, there was a significant difference in the expression of the MMP1 gene with higher
levels of expression in individuals with CVD compared to control patients, p=0.0002
(Fig 2).

When evaluating only patients with a history of IS compared to patients without IS, the
MMP1 gene showed higher expression in patients with history of IS, p=0.0269 (Fig 3).

The expression levels of MMPs-TIMPs genes were also measured in patients
at risk of developing IS. The MMP1 gene was more expressed in the groups of patients
with conditional TCD for IS, p=0.0016, and a higher expression was also found in
patients at high risk for IS, p=0.0419. The genes MMP7 and TIMP1 and TIMP2 were
also more expressed in patients at risk for IS, p=0.0141 and p=0.0262, p=0.0021,
respectively (Fig 3). The MMP2 and MMP9 genes did not show significant differences
in expression levels in these groups.

In patients with a history of VOC, only the expression of the MMP1 gene was
significantly increased in patients with 22VOC/year, compared to patients with <2
events/year, p=0.0262 (Fig 2). The other MMPs-TIMPs genes were not associated
with VOC in the study groups.

We also evaluated the expression of MMPs-TIMPs among the groups of
patients who use HU compared to those who do not use it, to analyze whether HU
interferes with the expression levels of these genes, but there was no association of
the expression of these genes when HU was used (Fig Sl 1).

Evalutions were made of the levels of gene expression among the genotypes of
each SNP of this study. Only the SNP rs17576 of MMP9 showed significant differences
in genic expression among genotypes, where genotype AG, p=0.0135, and AG+GG,
p=0.0065, showed higher levels of expression when compared to genotype AA (Fig
4). The other genes did not show a relationship between genotypes and gene
expression. The study of the correlation between MMPs and TIMPs showed no

relationship between these genes in the patients of this study (Fig Sl 1).
Discussion

To our knowledge, this was the first study to evaluate SNPs and expression of MPPs

genes and their TIMP inhibitors in young patients with cerebrovascular and vaso-
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occlusive manifestations. The expression levels of the MMP1 gene were higher in
patients with CVD, and a history of IS, patients with changes in TCD, and individuals
with 22 VOC events/year compared to patients without these manifestations.
According to Ito, et al. 2020 [19] in endothelial colony-forming cells (ECFCs) present
in peripheral blood, the differential expression indicated overexpression of the MMP1
gene in ECFCs of adults with SCA and IS [19]. The functional hypothesis in MMP1 in
SCA involves the process of angiogenesis - an important event in SCA which can be
regulated by MMP1. There are reports that angiogenesis contributes to neurological
repair involving the remodeling of the ECM [19-21]. MMP1 is secreted by macrophages
during the inflammatory process digesting elastin and degrading the basal membrane
[22]. In the literature, there are previous reports of the action of this molecule also in
inflammatory diseases [19,23]; for example, in atherosclerotic stroke, it acts in the
migration of vascular smooth muscle cells, differentiation of monocytes, and collagen
degradation types I, Il and Il [24-26]. As chronic inflammation is a key event in SCA
we indicate studies that correlate MMP1 with inflammatory markers in SCA.
Furthermore, we believe that high levels of MMP1 may be associated with excessive
degradation of the extracellular matrix and maintenance of chronic inflammation, which
would be harmful to patients with SCA.

About 90% of cerebral ISs can be avoided with preventive blood transfusion therapy
in patients with high flow detected by TCD, but the risk of IS reappears when
transfusion therapy is discontinued [17,27]. In addition, as patients grow older, their
skull matures, and it becomes more difficult to screen them for TCD; for this reason,
other risk factors need to be detected to complement the use of TCD screening, with
a view to increasing chance of preventing IS [27]. In this study, MMP1 stands out as a
promising molecule for this purpose.

We found that the 1G/1G genotype of the MMP1 gene was more frequent in patients
at high risk for IS compared to genotype 1G/2G, p=0.0278, OR=3.667 (1.249- 10.76,
95% CI). However, these findings are still very preliminary and require further studies
to confirm and understand the effect of this SNP on the disease. We found no
association between SNP and MMP1 expression levels, but it could be seen that in
fibroblast, melanoma, and endothelial cells of the human umbilical vein, the presence
of the 2G allele is associated with higher levels of MMP1 [28,29]. In addition to SNP,
other factors may regulate gene expression levels, such as circular RNAs, miRNAs,

other proteases, cytokines, cell surface ligands, and growth factors [10,11,30], and this
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may be one of the reasons why there was no relationship between SNP and gene
expression in this study.

Gene expression of MMP7 was also increased in patients at risk of developing brain
IS. According to a study in The Cancer Genome Atlas (TCGA), MMP7 levels were
significantly increased in individuals with several types of cancers [31]. In cancer, the
role of this molecule is linked to the degradation of casein, fibronectin, collagen and
proteoglycans. Therefore, it has an influence on the genesis and development of
tumors, reduction of cell formation, inhibition of apoptosis and onset of vasculogenesis
[31,32]. In the elderly in Sweden, circulating levels of MMP7 were independently
associated with cerebral IS; thus, this molecule can be seen as a risk factor and a
possible marker for cerebral IS [33]. Although there are few studies on this MMP, it
may play an important role in the regulation of the ECM and inflammation in the IS of
SCA individuals, because in patients with cardiovascular disease, MMP7 levels were
increased in comparison to control individuals, and MMP7 can activate pro-MMP8 in
MMP8, especially in the inflammatory process of cardiovascular disease [34].

In this study, the SNP rs17576 of MMP9 showed significant differences in gene
expression among genotypes; genotype AG, p=0.0135, and AG+GG, p=0.0065,
showed higher levels of expression of the MMP9 gene when compared to genotype
AA. No previous studies have shown an association of this SNP with the mRNA
expression levels of the MMP9 gene. However, it was found that the variant G allele is
associated with increased levels of MMP9 in plasma in patients with cardiovascular
disease [35-37].

Zielinska-Turek, et al. 2022 [38] reported increased levels of MMP9 in patients with 1S
compared to patients with asymptomatic carotid stenosis [38]. Cai, et al. 2022 [39], in
their study with male Sprague-Dawley rats submitted to the model of occlusion of the
middle cerebral artery (MCAOQO), found that MMP9 expression levels were significantly
higher in these animals. This author further suggested that inhibition of MMP9 can
protect the integrity of the blood-brain barrier by preserving proteins from tight junction
proteins in ischemic brain injury [39]. Thus, the relationship of this molecule in brain
disease is due to the fact that MMP9 acts on type IV collagen, fibronectin, and laminin,
the main components of the basal lamina, i.e., it has an influence on the late opening
of the blood-brain barrier after ischemic brain injury [14]. Therefore, we do not rule out
the importance of new studies involving this MMP and its potential as a marker and

even therapeutic target for SCA.



113

In this study, only the SNP 372 T > C (Phel24Phe; rs4898) TIMP1 presented a higher
allelic T frequency distribution in the group of patients with VOC>5 events/year
compared to the control group with less than 2 events/year, with OR= 1.757 (1.042-
2.962, 95% CI), (p= 0.0452). This was the first study to evaluate this SNP in SCA
individuals. VOC is one of the events responsible for triggering most signs and
symptoms in patients with SCA, including cerebral IS [40]. However, the effects of this
SNP on the expression of the TIMP1 gene are unknown, and we did not find a
relationship between the SNP and the gene expression of TIMP1.

We also found that the TIMP1 gene was more expressed in patients at risk for cerebral
IS, p=0.0262. In patients with IS and stenosis 270%, TIMP1 levels were higher than in
patients after endarterectomy; this finding points out that this may be a good predictive
factor for cerebral IS [38]. The function of TIMPL1 in brain disease is related to inhibition
of MMP9 activity [41]. In their study of Su, et al. 2019 [41] with rats, the injection of
recombinant human TIMP1 (rhTIMP1, 1.60 ug/kg/36 h) decreased the expression and
activation of MMP9 in the cortex, and thereby decreased IS, indicating that direct
inhibition of activation of MMP9 via exogenous rhTIMP1 exerts a neuroprotective effect
against stroke in cold-induced rats, and eases the imbalance between MMP9 and
TIMP1 [41]. Intravenous injection of TIMP1 nanoparticles [42], TIMP1 injected TIMP1-
cDNA plasmids [43], helped maintain blood barrier integrity by increasing TIMP1 levels
in the central nervous system.

In this study, the TIMP2 gene was also more expressed in group with patients
conditioning to cerebral IS, p=0.0021. In resistant arterial hypertension, plasma TIMP2
levels were also increased, suggesting unbalanced MMP2 activity in hypertension [44].
In cerebrovascular diseases, according to the current literature, the imbalance
between TIMP2 and MMP2 was related to remodeling and vascular dysfunction [45],
hemorrhagic transformation after cerebral ischemia [46], cerebral aneurysm [47] and
rupture of the blood-brain barrier [48].

Some limitations can be pointed out in this study; for example, the small number of
patients, when some groups are stratified. The number of cases was greatly reduced
compared to controls; aspects as robust exclusion criteria, such as hypertransfusion
therapy for patients at high risk for stroke, caused the sample size to be reduced.
Therefore, we recommend new studies including functional experimental studies with
knockout genes for MMPs-TIMPs.
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Conclusion

The MMP1 gene, both the SNP MMP1 -1607 1G/2G and the expression levels were
associated with the risk of IS; the expression of gene MMP1 was also associated with
higher frequency of VOCl/year. Expression levels of MMP7, TIMP1 and TIMP2 were
increased in patients conditioning to cerebral IS. The SNP 372T>C (rs4898) TIMP1 T
allele was more frequent in patients with >5 VOC events/year. The SNP rs17576 of
MMP9 showed differences in gene expression levels, i.e., it was increased in the
genotypes AG, and AG+GG. The findings of this study, provide initial support for an
understanding of the role of MMPs-TIMPs in the pathophysiology of SCA in young
patients and indicate them as potential biomarkers and therapeutic targets.
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Table 1 Demographic and clinical features according to study groups of patients with

Sickle Cell Anemia.

IS+ (n=16) HR (n=23) Cond. (n=43) Normal (n=142) p
Age (Years) 14.34 (3.965) 14.55 (3.794) 14.75 (3.369) 13.70 (3.344) 0.2779
Sex F 9 (56%) 13 (56%) 23 (53%) 70 (49%) 0.7588
BT (mg/dL) 2.596 (2.460) 2.297 (1.408) 1.942 (1.003) 2.123 (1.412) 0.958
Hb g/dL 7.731 (0.8130) 7.490 (0.9714) 7.781 (0.7722) 8.093 (0.9232) 0.0078
HU 12 (75%) 20 (87%) 36 (84%) 66 (46%) < 0.0001
Leukocytes x100 (/uL) 200.4 (91.14) 165 (35.61) 151.8 (40.23) 155.6 (55.60) 0.4104
Platelets x1000 (/uL) 433.1 (201.2) 423.6 (106.9) 499.6 (179.1) 470.9 (144.1) 0.5213
Red blood [M/mm?3) 2.732 (0.2041) 2.547 (0.2759) 2.519 (0.3712) 2.726 (0.5093) 0.1017
GOT (U/L) 54.33 (9.018) 27.60 (13.39) 42.73 (10.43) 43.43 (17.31) 0.1074
GPT (U/L) 21 (6.083) 14.80 (4.919) 16.92 (3.872) 21.29 (12.87) 0.5178

IS+= patients with a history of stroke; HR= patients at high risk for IS; Cond. = Patients conditioning for IS;
Hb= hemoglobin; GOT= glutamate-oxalate-transaminase; GPT= Glutamate-Pyruvate Transaminase; BT=
Total Bilirubin; HU= Hydroxyurea. The p values were considered significant when <0.05, and the tests
applied for the analyses were: Kruskal-Wallis and Chi-square.
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Table 2 Frequency of SNPs of MMPs-TIMPs genes in patients with sickle cell anemia and

vaso-occlusive crisis.

Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC>2
rs1799750 MMP1 (n=230) (n=139) (n=52) (n=39) (n=91) pl p2 p3
1G/1G 70(30%)  46(33%)  14(27%) 10(26%) 24(26%) - - -
1G/2G 107(47%) 61(44%)  25(48%)  21(54%) 46(51%) 0.5615 0.3877 0.3169
2G/2G 53(23%)  32(23%)  13(25%) 8(20%) 21(23%) 0.6752 1 0.6748
1G/2G + 2G/2G 160(70%) 93(67%)  38(73%)  29(74%) 67(74%) 05204  0.4898 0.349
1G 247(54%) 153(55%) 53(51%)  41(53%) 94(52%) - - -
2G 213(46%) 125(45%) 51(49%)  37(47%) 88(48%) 0.5513 0.7958 0.5373
Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC>2
rs2285053 MMP2 (n=234) (n=138) (n=55) (n=41) (n=96) pl p2 p3
CcC 173(74%) 102(74%) 44(80%)  27(66%) 71(74%) - - -
CT 56(24%)  34(25%)  10(18%) 12(29%) 22(23%) 0.4445 0.6064 0.9395
TT 5(2%) 2(1%) 1(2%) 2(5%) 3(3%) 0.606 0.4402 0.6981
CT+TT 61(26%)  36(26%)  11(20%) 14(34%) 25(26%)  0.4817 0.417 0.8858
C 420(86%) 256(87%) 98(89%)  66(80%) 164(85%) - - -
T 66(14%)  38(13%) 12(11%) 16(20%) 28(15%) 0.7054  0.1849 0.6993
Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC=2
rs243865 MMP2 (n=235) (n=137) (n=57) (n=41) (n=98) pl p2 p3
CC 173(74%)  95(70%)  45(79%)  33(80%) 78(80%) - - -
CT 58(24%)  39(28%)  11(19%) 8(20%) 19(19%) 0.2421 0.3119 0.1356
TT 4(2%) 3(2%) 1(2%) 0 (0%) 1(1%) - - -
CT+TT 62(26%)  42(30%)  12(21%) 8(20%) 20(20%)  0.2365 0.2321 0.1079
C 404(86%) 229(84%) 101(88%)  74(90%) 175(89%) - - -
T 66(14%)  45(16%)  13(12%) 8(10%) 21(11%) 0.2683 0.1898 0.1048
Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC>2
rs17576 MMP9 (n=196) (n=106) (n=53) (n=37) (n=90) pl p2 p3
AA 101(52%) 50(47%)  27(51%)  24(65%) 51(57%) - - -
AG 80(41%)  48(45%)  22(42%) 10(27%) 32(35%) 0.7703 0.075 0.2087
GG 15(7%) 8(8%) 4(7%) 3(8%) 7(8%) 0.8348 0.9967 1
AG+GG 95(48%)  56(53%)  26(49%) 13(35%) 39(43%) 0.7791 0.0962 0.2371
A 282(72%) 148(70%) 76(72%)  58(78%) 134(74%) - - -
G 110(28%)  64(30%)  30(28%) 16(22%) 46(26%)  0.828 0.2065 0.3657
Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC>2
rs4898 TIMP1 (n=235) (n=138) (n=56) (n=41) (n=97) pl p2 p3
TT 98(42%)  55(40%)  20(36%)  23(56%) 43(44%) - - -
CT 67(28%)  42(30%)  15(27%) 10(24%) 25(26%) 0.8778 0.2667 0.4964
CcC 70(30%)  41(30%)  21(37%) 8(20%) 29(30%)  0.4659 0.1419 0.8744
CT+CC 137(58%)  83(60%)  36(64%) 18(44%) 54(56%) 0.7084  0.0965 0.5819
T 263(56%) 152(55%) 55(49%)  56(68%) 111(57%) - - -
C 207(44%) 124(45%) 57(51%)  26(32%) 83(43%) 0.3396 0.0452 0.7139
Total SCA VOC<2 VOC2to5 VOC>5 VOC=2
rs7501477 TIMP2 (n=234) (n=138) (n=55) (n=41) (n=96) pl p2 p3
GG 144(62%) 81(59%)  39(71%)  24(59%) 63(66%) - - -
GT 78(33%)  50(36%)  14(25%) 14(34%) 28(29%) 0.1787 0.9668 0.3208
TT 12(5%) 7(5%) 2(4%) 3(7%) 5(5%) 0.789 0.9054 0.8704
GT+TT 90(38%)  57(41%)  16(29%) 17(41%) 33(34%) 0.1571 0.871 0.3497
G 366(78%) 212(77%) 92(84%)  62(76%) 154(80%) - - -
T 102(22%)  64(23%)  18(16%)  20(24%) 38(20%) 0.1796 0.9385 0.4463

rs4898 TIMP1 T vs C allele, p=0.0452, OR=1.757 (1.042-2.962, 95% CI). VOC= Vaso-occlusive crisis, SCA=
Sickle cell anemia. p1= VOC <2 vs VOC 2 to 5; p2= VOC<2 vs VOC >5; p3= VOC<2 vs VOC 22. P value=

Fischer exact test.
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Table 3 Frequency of SNPs of MMPs-TIMPs genes in patients with sickle cell anemia and risk for IS.

Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs1799750 MMP1 (n=199) (n=133) (n=43) (n=23) (n=66) pl p2 p3
1G/1G 57 (29%) 34 (26%) 12 (28%) 11 (48%) 23 (35%) - - -
1G/2G 95 (48%) 68 (51%) 21 (49%) 6 (26%) 27 (41%) 0.914  0.0278 0.1811
2G/2G 47 (23%) 31 (23%) 10 (23%) 6 (26%) 16 (24%) 0.9479 0.5216 0.6471
1G/2G + 2G/2G 142 (71%) 99 (74%) 31 (72%) 12 (52%) 43 (65%) 0.9169 0.054 0.2311
1G 209 (53%) 136 (51%) 45 (52%) 28 (61%) 73 (55%) - - -
2G 189 (47%) 130 (49%) 41 (48%) 18 (39%) 59 (45%) 0.9449  0.2883 0.4973
Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs2285053 MMP?2 (n=212) (n=137) (n=43) (n=23) (n=66) pl p2 p3
CccC 154 (73%) 102 (74%) 33 (77%) 19 (83%) 52 (79%) - - -
CT 43 (20%) 31 (23%) 9 (21%) 3 (13%) 12 (18%) 0.9664  0.4609 0.5884
TT 15 (7%) 4 (3%) 1 (2%) 1 (4%) 2 (3%) 0.7616  0.7138 0.6759
CT+TT 58 (27%) 35 (26%) 10 (23%) 4 (17%) 14 (21%) 0.9196 0.5615 0.6163
C 351 (83%) 235 (86%) 75 (87%) 41 (89%) 116 (88%) - - -
TT 73 (17%) 39 (14%) 11 (13%) 5 (11%) 16 (12%) 0.8738 0.7027 0.6688
Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs243865 MMP2 (n=204) (n=140) (n=41) (n=23) (n=64) pl p2 p3
cC 147 (72%) 102 (73%) 29 (71%) 16 (70%) 45 (70%) - - -
CT 53 (26%) 34 (24%) 12 (29%) 7 (30%) 19 (30%) 0.7315 0.7693 0.5968
TT 4 (2%) 4 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - - -
CT+TT 57 (28%) 38 (27%) 12 (29%) 7 (30%) 19 (30%) 0.9449  0.9397 0.8355
C 347 (85%) 238 (85%) 70 (85%) 39 (85%) 109 (85%) - - -
T 61 (15%) 42 (15%) 12 (15%) 7 (15%) 19 (15%) 0.9248 0.8537 0.9136
Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs17576 MMP9 (n=187) (n=123) (n=42) (n=22) (n=64) pl p2 p3
AA 96 (51%) 59 (48%) 24 (57%) 13 (59%) 37 (58%) - - -
AG 79 (42%) 58 (47%) 13 (31%) 8 (36%) 21 (33%) 0.1782 0.464 0.1307
GG 12 (7%) 6 (5%) 5 (12%) 1 (5%) 6 (9%) 0.4421 0.7879 0.6515
AG+GG 91 (49%) 64 (52%) 18 (43%) 9 (41%) 27 (42%) 0.9545 0.8813 0.9186
A 271 (72%) 176 (72%) 61 (73%) 34 (77%) 95 (74%) - - -
G 103 (28%) 70 (28%) 23 (27%) 10 (23%) 33 (26%) 0.9613 0.5486 0.6692
Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs4898 TIMP1 (n=205) (n=139) (n=43) (n=23) (n=66) pl p2 p3
TT 85 (41%) 57 (41%) 23 (54%) 5 (22%) 28 (42%) - - -
CT 62 (31%) 42 (30%) 10 (23%) 10 (43%) 20 (31%) 0.3037 0.1393 0.9276
ccC 58 (28%) 40 (29%) 10 (23%) 8 (35%) 18 (27%) 0.3638 0.2765 0.9543
CT+CC 120 (59%) 82 (59%) 20 (46%) 18 (78%) 38 (58%) 0.2058 0.1261 0.9675
T 232 (56%) 156 (56%) 56 (65%) 20 (43%) 76 (58%) - - -
C 178 (44%) 122 (44%) 30 (35%) 26 (57%) 56 (42%) 0.1687 0.1499 0.8314
Total SCA Normal Cond. HR Cond.+HR
rs7501477 TIMP2 (n=204) (n=138) (n=43) (n=23) (n=66) pl p2 p3
GG 130 (64%) 86 (62%) 29 (67%) 15 (65%) 44 (67%) - - -
GT 63 (31%) 46 (33%) 11 (26%) 6 (26%) 17 (26%) 0.5008 0.7519 0.4258
TT 11 (5%) 6 (5%) 3 (7%) 2 (9%) 5 (7%) 0.8884 0.7984 0.6551
GT+TT 74 (36%) 52 (38%) 14 (33%) 8 (35%) 22 (33%) 0.6687 0.9735 0.6537
G 323 (79%) 218 (79%) 69 (80%) 36 (79%) 105 (80%) - - -
T 85 (21%) 58 (21%) 17 (20%) 10 (21%) 27 (20%) 0.9229 0.9334 1

rs1799750 MMP1, 1G/1G vs 1G/2G p=0.0278, OR=3.667 (1.249- 10.76, 95% CI). HR= patients at high risk for IS; Cond. =
Patients conditioning for IS; P value= Fischer exact test. TCD= Transcranial Doppler ultrasound; TCD Normal: (less than
170 cm/s); TCD Conditioning: (170-199 cm/s); TCD HR: (=200 cm/s). p1= Normal vs cond.; p2= Normal vs. high risk; p3=
Normal vs. Cond.+HR.



124

Table 4 Fold change of expression essay, analysis by the group.

Clinical events MMP1 FC MMP2 FC MMP7 FC MMP9 FC TIMP1 FC TIMP2 FC
IS 2.23 0.83 0.70 1.49 0.76 0.72
TCD 3.25 1.45 1.57 1.36 1.71 1.32
vOC 1.53 0.96 0.94 2.00 0.90 0.94
CvD 3.32 1.54 1.40 2.02 1.52 1.33

FC= Fold change gene expression; 1S= Ischemic stroke; TCD= Transcranial Doppler ultrasound; VOC= Vaso-occlusive crisis; CVD= Cerebrovascular disease.

Fig 1 Heatmap of gene expression of MMPs-TIMPs in patients with sickle cell anemia
and cerebrovascular disease (a) and vaso-occlusive crisis (b). 1S= Ischemic Stroke,
Risk 1S= Risk of Ischemic Stroke, Control= Control subjects without IS, >5/year=
patients who had more than 5 vaso-occlusive events per year, 2-5/year= patients who
had 2 to 5 vaso-occlusive events per year, <2/year= patients who had less than 2 vaso-
occlusive events per year, MMP1= Metalloproteinase 1, MMP2= Metalloproteinase 2,
MMP7= Metalloproteinase 7, MMP9= Metalloproteinase 9, TIMP1= Tissue inhibitor
endogenous metalloproteinase 1, TIMP2= Endogenous tissue inhibitor of
metalloproteinase 2. Row min= lowest mMRNA expression, Row max= highest

expression
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Fig 2 Gene expression of MMPs-TIMPs in individuals with vaso-occlusive crisis (a)
and cerebrovascular disease (b). >5/year= patients who had more than 5 vaso-
occlusive events per year, 2-5/year= patients who had 2 to 5 vaso-occlusive events
per year, <2/year= patients who had less than 2 events vaso-occlusives per year,
MMP1= Metalloproteinase 1, MMP2= Metalloproteinase 2, MMP7= Metalloproteinase
7, MMP9= Metalloproteinase 9, TIMP1= Endogenous tissue inhibitor of
metalloproteinase 1, TIMP2= Endogenous tissue inhibitor of metalloproteinase 2,
CVD+ = patients with cerebrovascular disease , CVD- = patients without
cerebrovascular disease, RQ= relative quantification. Statistical test= kruskal wallis.
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Fig 3 MMPs-TIMPs gene expression in individuals with a history of ischemic stroke (a)

and increased risk for ischemic stroke, assessed by TCD (b). HR= patients at high risk

for IS; Cond. = Conditioning patients for IS; P value= Fisher’s exact test. TCD: Normal
(less than 170 cm/s); Conditional (170-199 cm/s); high risk (2200 cm/s), MMP1=

Metalloproteinase 1, MMP2= Metalloproteinase 2, MMP7=
MMP9= Metalloproteinase 9, TIMP1= Endogenous tissue

Metalloproteinase 7,

metalloproteinase 1

inhibitor, TIMP2= Endogenous tissue metalloproteinase 2 inhibitor. RQ= relative

guantification. Statistical test= kruskal wallis or Mann-Whitney. p<0.05
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Fig 4 Gene expression of MMPs-TIMPs in comparison to SNPs. MMP1=
Metalloproteinase 1, MMP2= Metalloproteinase 2, MMP7= Metalloproteinase 7,
MMP9=  Metalloproteinase 9, TIMP1= Endogenous tissue inhibitor of
metalloproteinase 1, TIMP2= Endogenous tissue inhibitor of metalloproteinase 2.
MMP1 1G= major allele, MMP1 2G= minor allele, MMP2 C= major allele, MMP2 T=
minor allele, MMP9 A= major allele, MMP9 G= minor allele, TIMP1 T= major allele,
TIMP1 C= minor allele, TIMP2 G= major allele, TIMP2 T= minor allele. RQ= relative

quantification. Statistical test= kruskal wallis or mann Whitney. p<0.05 or Fisher’s exact

test
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Fig SI 1 Gene expression of MMPs-TIMPs in comparison to the use of HU (a) and
correlation of MMPs-TIMPs genes (b). HU= hydroxyurea, MMP1= Metalloproteinase
1, MMP2= Metalloproteinase 2, MMP7= Metalloproteinase 7, MMP9=
Metalloproteinase 9, TIMP1= Endogenous tissue inhibitor of metalloproteinase 1,
TIMP2= Endogenous tissue inhibitor of metalloproteinase 2. RQ= relative

guantification. Statistical test= Mann Whitney, p<0.05. spearman correlation test
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Table SI 1 Hardy-Weinberg equilibrium.

Hardy-Weinberg VOC

Chr Snp Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.4957 0.4994 0.8956
16 rs243865 T C 0.2468 0.2414 1
16 rs2285053 T C 0.2393 0.2423 0.7888
17 rs7501477 T G 0.3333 0.3409 0.7035
20 rs17576 G A 0.4082 0.4037 1
23 rs4898 C T 0.5462 0.4949 0.3536
Hardy-Weinberg CVD
Chr Snp Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 A G 0.488 0.4994 0.7819
16 rs243865 T C 0.2585 0.2533 1
16 rs2285053 T C 0.2108 0.2333 0.2206
17 rs7501477 T G 0.3122 0.3315 0.401
20 rs17576 G A 0.4255 0.4002 0.4676
23 rs4898 C T 0.566 0.4956 0.1737
Hardy-Weinberg TCD
Chr Snp Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.5126 0.5 0.7778
16 rs243865 T C 0.2598 0.2543 1
16 rs2285053 T C 0.2118 0.2342 0.2215
17 rs7501477 T G 0.3088 0.3299 0.3943
20 rs17576 G A 0.4225 0.3991 0.5817
23 rs4898 C T 0.566 0.4956 0.1737
Hardy-Weinberg 1S
Chr Snp Al A2 O(HET) E(HET) P
11 rs1799750 G A 0.5041 0.4998 1
16 rs243865 T C 0.243 0.2371 1
16 rs2285053 T C 0.2419 0.2482 0.6143
17 rs7501477 T G 0.3347 0.3384 0.8517
20 rs17576 G A 0.4171 0.415 1
23 rs4898 C T 0.5397 0.4969 0.3747

CHR= Chromosome; Al= Minor allele; A2= Major allele; O(HET)= Observed
heterozygosity; E(HET)= Expected heterozygosity; 1S= Ischemic stroke; TCD=
Transcranial Doppler ultrasound; VOC= Vaso-occlusive crisis; CVD= Cerebrovascular
disease.



Table Sl 2 Frequency of SNPs of MMPs-TIMPs genes in patients with sickle cell
anemia and CVD.

Total SCA CVD+ CVD-

rs1799750 MMP1 (n=200) (n=72) (n=128) p OR Cl

1G/1G 58(29%) 24(33%) 34(27%) - - -

1G/2G 95(48%) 31(43%) 64(50%) 0.3574  1.457 0.7411 to 2.866

2G/2G 47(23%) 17(24%) 30(23%) 0.7317  1.246 0.5642 to 2.750

1G/2G + 2G/2G 142(71%) 48(67%) 94(73%) 0.395 1.382 0.7378 to 2.590

1G 211(53%) 79(55%) 132(52%) - - -

2G 189(47%) 65(45%) 124(48%) 05961  1.142 0.7579 t0 1.720
Total SCA CVD+ CVD-

rs2285053 MMP2 (n=204) (n=72) (n=132) p OR Cl

CcC 155(76%) 56(78%) 99(75%) - - -

CT 43(21%) 14(19%) 29(22%) 0.8002  1.172 0.5719 to 2.401

TT 6(3%) 2(3%) 4(3%) 0.7692  1.131 0.2007 to 6.376

CT+TT 49(24%) 16(22%) 33(25%) 0.7854  1.167 0.5903 to 2.306

C 353(87%)  126(88%) 227(86%) - - -

T 55(13%) 18(12%) 37(14%) 0.7821  1.141 0.6237 to 2.087
Total SCA CVD+ CVD-

rs243865 MMP2 (n=205) (n=69) (n=136) p OR Cl

CcC 148(72%) 50(72%) 98(72%) - - -

CT 53(26%) 19(28%) 34(25%) 0.9178  0.913 0.4734 to 1.761

TT 4(2%) 0 (0%) 4(3%) - - -

CT+TT 57(28%) 19(28%) 38(28%) 0.9173 1.02 0.5339 to 1.950

C 349(85%)  119(86%) 230(85%) - - -

T 61(15%) 19(14%) 42(15%) 0.7619 1.144 0.6369 to 2.054
Total SCA CVD+ CVD-

rs17576 MMP9 (n=188) (n=69) (n=119) p OR Cl

AA 96(51%) 39(57%) 57(48%) - - -

AG 80(43%) 24(35%) 56(47%) 0.1915  1.596 0.8517 to 2.992

GG 12(6%) 6(8%) 6(5%) 0.7562  0.6842 0.2055 to 2.278

AG+GG 92(49%) 30(43%) 62(52%) 0.231 1.515 0.8279 t0 2.773

A 272(72%)  102(74%) 170(71%) - - -

G 104(28%) 36(26%) 68(29%) 0.6895  1.133 0.7063 to 1.818
Total SCA CVD+ CVD-

rs4898 TIMP1 (n=206) (n=71) (n=135) p OR Cl

TT 86(42%) 30(42%) 56(41%) - - -

CT 62(30%) 23(32%) 39(29%) 0.9177  0.9084 0.4602 to 1.793

CcC 58(28%) 18(26%) 40(30%) 0.7639 1.19 0.5844 to 2.425

CT+CC 120(58%) 41(58%) 79(59%) 0.9666  1.032 0.5766 to 1.848

T 234(57%) 83(58%) 151(56%) - - -

C 178(43%) 59(42%) 119(44%) 0.6987  1.109 0.7348 to 1.673
Total SCA CVD+ CVD-

rs7501477 TIMP2 (n=205) (n=72) (n=133) p OR Cl

GG 130(63%) 45(62%) 85(64%) - - -

GT 64(31%) 22(31%) 42(31%) 0.8986  1.011 0.5383 to 1.898

TT 11(6%) 5(7%) 6(5%) 0.6941  0.6353 0.1837 to 2.197

GT+TT 75(37%) 27(38%) 48(36%) 0.9616  0.9412 0.5195 to 1.705

G 324(79%)  112(78%) 212(80%) - - -

T 86(21%) 32(22%) 54(20%) 0.7421  0.8915 0.5442 to 1.461

SCA= Sickle cell anemia; CVD+= history of Cerebrovascular disease; CVD-

= no history of

Cerebrovascular disease; OR=0dds Ration; Cl= Confidence interval. P value= Fischer exact test.
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Table Sl 3 Frequency of SNPs of MMPs-TIMPs genes in patients with Sickle Cell
Anemia and IS.

Total SCA IS+ IS-

rs1799750 MMP1 (n=244) (n=16) (n=228) p OR Cl

1G/1G 72 (30%) 7 (44%) 65 (29%) - - -

1G/2G 115 (47%) 7 (44%) 108 (47%) 0.5263  1.662 0.5574 t0 4.953

2G/2G 57 (23%) 2 (12%) 55 (24%)  0.3041  2.962 0.5906 to 14.85

1G/2G + 2G/2G 172 (70%) 9 (56%) 163 (71%)  0.3132 1.95 0.6970 to 5.458

1G 259 (53%) 21 (66%) 238 (52%) - - -

2G 229 (47%) 11 (34%) 218 (48%) 0.1976  1.749 0.8240 t0 3.711
Total SCA 1S+ IS-

rs2285053 MMP2 (n=248) (n=16) (n=232) p OR Cl

CcC 182 (73%) 12 (75%) 170 (73%) - - -

CT 60 (24%) 3 (19%) 57 (25%)  0.8924  1.341 0.3653 t0 4.924

TT 6 (3%) 1 (6%) 5 (2%) 0.8893 0.3529  0.03810 to 3.269

CT+TT 66 (27%) 4 (25%) 62 (27%) 0.8875  1.094 0.3400 to 3.520

C 424 (85%) 27 (84%) 397 (86%) - - -

T 72 (15%) 5 (16%) 67 (14%) 0.94 0.9113 0.3390 to 2.450
Total SCA 1S+ IS-

rs243865 MMP2 (n=251) (n=15) (n=236) p OR Cl

cC 186 (74%) 14 (93%) 172 (73%) - - -

CT 61 (24%) 1 (7%) 60 (25%) 0.1732  4.884 0.6284 to 37.95

TT 4 (2%) 0 (0%) 4 (2%) - - -

CT+TT 65 (26%) 1 (7%) 64 (27%)  0.1472  5.209 0.6710 to 40.44

C 433 (86%) 29 (96%) 404 (86%) - - -

T 69 (14%) 1 (3%) 68 (14%) 0.1514  4.881 0.6537 to 36.45
Total SCA 1S+ IS-

rs17576 MMP9 (n=211) (n=14) (n=197) p OR Cl

AA 105 (50%) 9 (64%) 96 (49%) - - -

AG 88 (41%) 5 (36%) 83 (42%)  0.6225  1.556 0.5016 to 4.829

GG 18 (9%) 0 (0%) 18 (9%) - - -

AG+GG 106 (50%) 5 (36%) 101 (51%) 0.3964  1.894 0.6126 to 5.854

A 298 (71%) 23 (82%) 275 (70%) - - -

G 124 (29%) 5 (18%) 119 (30%) 0.2416  1.991 0.7389 to 5.362
Total SCA IS+ IS-

rs4898 TIMP1 (n=251) (n=15) (n=236) p OR Cl

TT 103 (41%) 5 (33%) 98 (42%) - - -

CT 70 (28%) 8 (53%) 62 (26%)  0.1881  0.3954 0.1237 to 1.264

cC 78 (31%) 2 (14%) 76 (32%) 0.6876  1.939 0.3659 to 10.27

CT+CC 148 (59%) 10 (67%) 138 (58%) 0.7228 0.7041 0.2333 t0 2.125

T 276 (55%) 18 (60%) 258 (55%) - - -

C 226 (45%) 12 (40%) 214 (45%) 0.7034  1.244 0.5861 to 2.641
Total SCA 1S+ IS-

rs7501477 TIMP2 (n=248) (n=16) (n=232) p OR Cl

GG 153 (62%) 9 (56%) 144 (62%) - - -

GT 83 (33%) 6 (38%) 77 (33%)  0.9001 0.8021 0.2752 to0 2.338

TT 12 (5%) 1 (6%) 11 (5%) 0.7752  0.6875  0.07964 to 5.935

GT+TT 95 (38%) 7 (44%) 88 (38%)  0.8436  0.7857 0.2825 t0 2.185

G 389 (78%) 24 (75%) 365 (79%) - - -

T 107 (22%) 8 (25%) 99 (21%)  0.7909 0.8137 0.3546 to 1.867

SCA-= Sickle cell anemia; IS+= patients with a history of ischemic stroke; IS-= patients with no history
of ischemic stroke. OR= Ration Odds; Cl= Confidence interval. P value= Fischer exact test.
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Elaborado de acordo com a Resolugao 466/2012-CNS/CONEP)

Convidamos V.Sa. a participar da pesquisa “Avaliagdo de polimorfimos e expressGes de genes da
imunidade inata nas manifestagdes clinicas em pacientes com anemia falciforme”, sob
responsabilidade do pesquisador Kleyton Palmeira do O, que tem por objetivo:

- Avaliar a influéncia dos genes (que é um componente do DNA no sangue) das metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores (TIMPs), nos eventos vaso-oclusivos (fechamento do vaso sanguineo) em
criangas com anemia falciforme (AF).

Para a realizagdo deste trabalho serdo utilizados os seguintes métodos:

Serdo avaliadas criancas com Anemia Falciforme entre 1 a 16 anos de idade participantes da
triagem neonatal, diagnosticadas no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE). Os dados clinicos,
referentes aos pacientes com Anemia Falciforme, serdo coletados de prontuarios padronizados
disponibilizados pelo arquivo médico da Fundacdo HEMOPE. Além disso, havera a coleta de 4ml de
sangue dos pacientes participantes da pesquisa com o objetivo que extrair o DNA das amostras e analisar
se ha variacdo na forma desse DNA. As amostras serdo armazenadas no Laboratorio de Biologia
Molecular de Virus (LBMV) localizado no Instituto do Figado e Transplante de Pernambuco (IFP) da
UPE para fazer as analises. Dessa forma, serdo respeitadas as normas da resolucéo 441 de 2011, a qual
rege as diretrizes para anlise ética de projetos de pesquisas que envolvem o armazenamento de material
biolégico humano.

E importante mencionar que apds a conclusdo da pesquisa, este material coletado seréa destruido
no LBMV da UPE, ndo restando nada que venha a comprometé-lo agora ou futuramente.

Seré garantida ao participante a possibilidade de acesso ao conhecimento dos resultados obtidos
com a utilizacdo do seu material biol6gico e as orientacdes quanto as suas implicacGes atraves do contato
com 0s pesquisadores.

Quanto aos riscos e desconfortos, a metodologia utilizada para esta coleta de dados, até a
presente fase e diante dos procedimentos utilizados, nos mostra que o que pode vir a ocorrer, durante ou
apos o trabalho, é a possibilidade de surgir algum desconforto tais como dor, hematoma ou outro
desconforto no local da coleta de sangue. Raramente desmaios e infec¢fes no local da puncdo podem
ocorrer. Para evitar 0s aparentes riscos € necessaria uma boa pratica de biosseguranca durante o
procedimento. Caso haja 0 aparecimento de hematoma, é necessario fazer uma compressa de gelo por
quinze minutos a cada hora, durante as primeiras seis horas, caso 0 hematoma persista ou se houver
qualquer outra reacdo ou dor local, o paciente deve entrar em contato com o pesquisador para que sejam
tomadas as devidas providéncias.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa sdo: possibilitar um maior
entendimento a respeito das variagdes das formas dos genes das metaloproteinases (MMPs) e seus
inibidores (7TIMPs), com os eventos de fechamento do vaso que normalmente acometem pessoas
portadoras de Anemia Falciforme; utilizar estes genes como possiveis marcadores para identificar
precocemente os eventos vaso-oclusivos, possibilitando, com isso, um melhor direcionamento no
tratamento de pessoas que possuem a anemia falciforme; A rapida identificacdo do fechamento dos vasos
sanguineos € de suma importancia, principalmente, porque este evento ¢ a maior causa de morbidade e
mortalidade na anemia falciforme, podendo diminuir, ainda, a oclusao dos vasos sanguineos, a isquemia
ou infarto em varios tecidos, dores de forte intensidade, progressivos danos aos 6rgaos, 0ssos,
articulagdes, vasos cerebrais, destruicdo progressiva do bago e a susceptibilidade aumentada a infecgdes.

O senhor(a) tera os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer
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pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu
tratamento (se for o caso); a garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informagoes;
a garantia de que caso haja algum dano a sua pessoa (ou o dependente), os prejuizos serdo assumidos
pelos pesquisadores ou pela instituicao responsavel inclusive acompanhamento médico e hospitalar.
Caso haja gastos adicionais serdo absorvidos pelo pesquisador responséavel.

No caso de duvidas e esclarecimentos procurar 0s pesquisadores através do e-mail ou por
telefone: Kleyton palmeira do O (81) 98589-0901 — e-mail: Kleyton.palmeira-pe@hotmail.com; Dra.
Maria do Socorro de Mendonca Cavalcanti Profa. (81) 99975-6644 - socorro.cavalcanti@upe.br;
Também participam desta pesquisa:;, Dr. Aderson da Silva Aradjo (81) 99976-5136 -
aderson@hotlink.com.br,  Dra. Taciana Furtado de Mendonga Belmont (81) 99665-1404 -
tacianafm@hotmail, Andreia Soares da Silva (81) 97911-8433 - andreiasoares.upe@hotmail.com, Dr2,
Patricia Muniz Mendes Freire de Moura (81) 99998-9333 - patricia.moura@upe.br, Dr. Luydson
Richardson Silva Vasconcelos (81) 99645-2018 - luydson.vasconcelos@cpgam.fiocruz.br, Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra (81) 99800-8105 macbezerraufpe@gmail.com, Isabela Cristina Cordeiro
Farias (81) 99359-6556 - Isabela.c.farias@hotmail.com, Ana Karla da Silva Freire (87) 9955-3463 —
akarlasf@hotmail.com). Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos
sejam negados recorrer ao Comité de Etica do Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE, localizado no
Pavilhdo Ovidio Montenegro-1° andar-Rua Arnébio Marques, 310- Santo Amaro-50100-130- Recife-
PE. Fone/Fax: (81)31841271- Email: cep_huoc.procape@upe.br).

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comprovo ter assimilado todas as informagdes descritas anteriormente e, de forma livre e esclarecida,
evidencio meu consentimento em participar desta pesquisa. Sendo assim, assino esse documento em
duas vias, em que uma ficara em minha posse ¢ a outra com o pesquisador responsavel.

Assinatura do participante

Kleyton Palmeira do O - Pesquisadora responsavel

Impressao do dedo
polegar, caso ndo saiba assinar / /
Data
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APENDICE E - TERMO DE ASSENTIMENTO

(Elaborado de acordo com a Resolucéo 466/2012-CNS/CONEP)

Prezado(a) convidamos vocé a participar da pesquisa “Avaliagao de polimorfimos e expressoes
de genes da imunidade inata nas manifestagées clinicas em pacientes com anemia falciforme”, sob
responsabilidade do pesquisador Kleyton Palmeira do O, que tem por objetivo:

- Avaliar a influéncia dos genes (que é um componente do DNA no sangue) das metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores (TIMPs), nos eventos vaso-oclusivos (fechamento do vaso sanguineo) em
criangas com anemia falciforme (AF).

Para a realizagdo deste trabalho serdo utilizados os seguintes métodos:

Serdo avaliadas criancas com Anemia Falciforme entre 1 a 16 anos de idade participantes da
triagem neonatal, diagnosticadas no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE). Os dados clinicos,
referentes aos pacientes com Anemia Falciforme, serdo coletados de prontuarios padronizados
disponibilizados pelo arquivo médico da Fundacdo HEMOPE. Além disso, havera a coleta de 4ml de
sangue dos pacientes participantes da pesgquisa com o objetivo que extrair o DNA das amostras e analisar
se ha variacdo na forma desse DNA. As amostras serdo armazenadas no Laboratério de Biologia
Molecular de Virus (LBMV) localizado no Instituto do Figado e Transplante de Pernambuco (IFP) da
UPE para fazer as analises. Dessa forma, serdo respeitadas as normas da resolucéo 441 de 2011, a qual
rege as diretrizes para analise ética de projetos de pesquisas que envolvem o armazenamento de material
biol6gico humano.

E importante mencionar que ap6s a conclusdo da pesquisa, este material coletado sera destruido
no LBMV da UPE, néo restando nada que venha a comprometé-lo agora ou futuramente.

Seré garantida ao participante a possibilidade de acesso ao conhecimento dos resultados obtidos
com a utilizacdo do seu material biol6gico e as orientacdes quanto as suas implicacbes através do contato
com 0s pesquisadores.

Quanto aos riscos e desconfortos, a metodologia utilizada para esta coleta de dados, até a
presente fase e diante dos procedimentos utilizados, nos mostra que o que pode vir a ocorrer, durante ou
apos o trabalho, é a possibilidade de surgir algum desconforto tais como dor, hematoma ou outro
desconforto no local da coleta de sangue. Raramente desmaios e infecgdes no local da pungéo podem
ocorrer. Para evitar os aparentes riscos é necessaria uma boa préatica de biosseguranga durante o
procedimento. Caso haja 0 aparecimento de hematoma, é necessario fazer uma compressa de gelo por
guinze minutos a cada hora, durante as primeiras seis horas, caso 0 hematoma persista ou se houver
qualquer outra reacdo ou dor local, o paciente deve entrar em contato com o pesquisador para que sejam
tomadas as devidas providéncias.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa s3o: possibilitar um maior
entendimento a respeito das variagdes das formas dos genes das metaloproteinases (MMPs) e seus
inibidores (7IMPs), com os eventos de fechamento do vaso que normalmente acometem pessoas
portadoras de Anemia Falciforme; utilizar estes genes como possiveis marcadores para identificar
precocemente os eventos vaso-oclusivos, possibilitando, com isso, um melhor direcionamento no
tratamento de pessoas que possuem a anemia falciforme; A rapida identificacdo do fechamento dos vasos
sanguineos ¢ de suma importancia, principalmente, porque este evento ¢ a maior causa de morbidade e
mortalidade na anemia falciforme, podendo diminuir, ainda, a oclusdo dos vasos sanguineos, a isquemia
ou infarto em vdrios tecidos, dores de forte intensidade, progressivos danos aos Orgdos, 0SsoOs,
articulagdes, vasos cerebrais, destruicao progressiva do bago e a susceptibilidade aumentada a infecgdes.

Como participante, tera os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer
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pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu
tratamento (se for o caso); a garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informagdes;
a garantia de que caso haja algum dano a sua pessoa (ou o dependente), os prejuizos serdo assumidos
pelos pesquisadores ou pela instituicao responsavel inclusive acompanhamento médico e hospitalar.
Caso haja gastos adicionais serdo absorvidos pelo pesquisador responsavel.

No caso de duvidas e esclarecimentos procurar 0s pesquisadores através do e-mail ou por
telefone: Kleyton palmeira do O (81) 98589-0901 — e-mail: Kleyton.palmeira-pe@hotmail.com; Dra.
Maria do Socorro de Mendonca Cavalcanti Profa. (81) 99975-6644 - socorro.cavalcanti@upe.br;
Também participam desta pesquisa:;, Dr. Aderson da Silva Aratjo (81) 99976-5136 -
aderson@hotlink.com.br,  Dra. Taciana Furtado de Mendonga Belmont (81) 99665-1404 -
tacianafm@hotmail, Andreia Soares da Silva (81) 97911-8433 - andreiasoares.upe@hotmail.com, Dr2,
Patricia Muniz Mendes Freire de Moura (81) 99998-9333 - patricia.moura@upe.br, Dr. Luydson
Richardson Silva Vasconcelos (81) 99645-2018 - luydson.vasconcelos@cpgam.fiocruz.br, Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra (81) 99800-8105 macbezerraufpe@gmail.com, Isabela Cristina Cordeiro
Farias (81) 99359-6556 - Isabela.c.farias@hotmail.com, Ana Karla da Silva Freire (87) 9955-3463 —
akarlasf@hotmail.com). Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos
sejam negados recorrer ao Comité de Etica do Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE, localizado no
Pavilhdo Ovidio Montenegro-1° andar-Rua Arnébio Marques, 310- Santo Amaro-50100-130- Recife-
PE. Fone/Fax: (81)31841271- Email: cep_huoc.procape@upe.br).

Assentimento Livre e Esclarecido

Eu aceito participar da pesquisa “Avaliacdo de
polimorfimos e expressdes de genes da imunidade inata nas manifestagdes clinicas em pacientes
com anemia falciforme”, que tem o objetivo a identificacdo de alteragcbes genéticas na anemia
falciforme. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim”
e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso.
Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0s meus responsaveis. Sendo assim, assino
esse documento em duas vias de igual teor, em que uma ficara em minha posse e a outra com 0
pesquisador responsavel.

Local, de de

Assinatura do menor Assinatura do pesquisador
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ANEXO A - CARTA DE ACEITE DO ARTIGO ORIGINAL

09/01/2023 19:20 View Letter
Date: 09 Jan 2023
To: "Luydson Vasconcelos" luydson.vasconcelos@fiocruz.br
From: "Molecular Biology Reports (MOLE)" ranjith.ayyapan@springer.com

Subject: Decision on your manuscript #MOLE-D-22-05792R2

Dear Dr Vasconcelos:

I am pleased to inform you that your manuscript, "Polymorphisms and gene expression of Metalloproteinases and their
inhibitors associated with cerebral ischemic stroke in young patients with sickle cell anemia” has been accepted for
publication in Molecular Biology Reports.

Your article will now be handed over to the production department and typeset within the next three to four weeks. Then
you will receive the proofs for correction.

When you receive the proofs for your article, please correspond with your co-authors to check very carefully that all
names and affiliations are correct, as these cannot be corrected once the article is published.

Please remember to always include your manuscript number, #MOLE-D-22-05792R2, whenever inquiring about your
manuscript.

Thank you.

Sincerely yours,

Gillian Knight
Editor-in-Chief

Molecular Biology Reports
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ANEXO B - PARECER COMITE DE ETICA

COMPLEXO HOSPITALAR £ Plaboformo
HUOC/PROCAPE %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE POLIMORFIMOS E EXPRESSOES DE GENES DA IMUNIDADE
INATA NAS MANIFESTACOES CLINICAS EM PACIENTES COM ANEMIA

Pesquisador: Kleyton Palmeira do O

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 94534218.0.0000.5192

Instituigdo Proponente: FUNDACAOC UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.102.335

Apresentacao do Projeto:

Assim dispde o Resumo apresentado pelos pesquisadores, in verbis: "Anemia falciforme (AF) & uma doenga
genética hereditaria causada por uma mutagdo pontual, substituindo o aminoacido acido glutamico pela
valina na posig8o 6 da cadeia -globina, que substitui a sintese da hemoglobina normal HbA pela
hemoglobina da AF a HbS. Em baixas tensbes de oxigénio ocorre a polimerizagio da HbS, tornando o
eritrocito rigido e em forma de foice, diminuindo sua flexibilidade e passagem pela microcirculagao, levando
a fenémenos vasooclusivos gue juntamente com a hemdlise criginam a maioria dos sinais e sintomas
presentes nestes pacientes tais como: crises algicas, dactilite, sindrome toracica aguda (STA), sequestro
esplénico agudo (SEA), retinopatia, insuficiéncia renal cronica, auto esplenectomia, acidente vascular
encefalico (AVE), problemas cognitivos, priapismo, infecgdes, sendo a crise vaso-oclusiva (CVO) a maior
causa de morbidade e mortalidade na AF principalmente em criangas. Pela AF ser uma doenga cronica de
carater inflamatdrio e com ocorréncia de alteragdes vasculares, diversas moléculas gue atuam em
processos bioldgicos, como a ades3o, proliferacdo e diferenciagdo celular, regulagio da inflamacao,
apoptose e remodelamento vascular, tais como as mataloproteinases (MMPs) e seus inibidores
TIMPs, proteinas gue atuam nesses processos, podendo estar envolvidas no processo fisiopatologico da AF.
O objetivo deste estudo sera, avaliar a influéncia dos genes das metaloproteinases (MMPs) e seus
inibidores (TIMPs) nos eventos vasooclusivos (EVO) em criangas
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com anemia falciforme (AF). O estudo de polimorfismos em genes gue codificam proteinas que poderiam
estar envolvidas em processos biologicos frequentes nos eventos clinicos da AF, como as MMPs e seus
inibidores TIMPs, podem vir a ser utilizados como biomarcadores para a identificagdo precoce de uma
complicagdo clinica na AF, o que por sua vez auxiliaria os profissionais da saiude no melhor manejo clinico,
melhorando a qualidade de vida e sobrevida destes pacientes.”

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com os proponentes da presente pesquisa, esta tem como objetivos:

‘- Objetivo Primario:

Awvaliar a influéncia dos genes das metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores (TIMPs) nos eventos
vasooclusivos (EVO) em criangas com anemia falciforme (AF).

Objetivo Secundario:

« Caracterizar a populagio estudada em relagio as variaveis caracteristicas clinico-laboratoriais;

« Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes MMP2-1306 C/T
(rs243864). MMP9-1562 C/T (rs3918242), TIMP1+372 C/T (rs4898) e TIMP2-418 G/C (rs7501477) em
pacientes com AF;

« Verificar a existéncia de associagao entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos
genes MMP2 -1306 C/T. MMPS - 1562 C/T, TIMP1 +372 C/Te TIMP2 -418 G/C com a frequéncia de EVO
em pacientes com AF;

* Quantificar a expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 nas células mononucleares de sangue
periférico (PFBMCs) de pacientes com AF;

« Verificar a existéncia de associagio entre a expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 com a
frequéncia de EVO em pacientes com AF;

« Verificar a existéncia de associagdo entre os a expressao dos genes MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 com a
frequéncia de EVO em pacientes com AF;

« Verificar a existéncia de associagio entre os polimorfismos e expressdes dos genes MMP2, MMPS, TIMP1
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e TIMP2 em pacientes com AF;

« Avaliar a correlagio entre a expressao dos genes TIMP se a expressao dos genes MMPs em pacientes
com AF;

« Awaliar a razdo da expressdo génica MMP2/TIMP2 e MMPS/TIMP1 em pacientes com AF;

« Verificar a expressao proteica das MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em PBEMCs de pacientes com AF
submetidos a ambientes normais e hipoxicos;

« \erificar a existéncia de associagdo entre a expressao proteica das MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 com
a frequéncia de EVO em pacientes com AF;

« Verificar a existéncia de associacdo entre os polimorfismos dos genes MMPs e TIMP se a expressao
proteica das MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 de pacientes com AF."

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O procedimento para coletar o material da pesquisa e a retirada de uma Unica coleta de 10 ml de sangue
por pungao venosa, por profissionais habilitados e treinados para tal, entretanto um risco de maior gravidade
para o paciente seria a ndo coleta por dificuldade em puncionar a veia do paciente e esse fato pode
representar um pequeno risco de ocasionar uma peguena mancha roxa no paciente no local da puncgéo,
mesmeo que esse acontecimento seja muito raro de acontecer.

Beneficios:

Nao estio previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto, a identificacio
de alteragGes genéticas na anemia falciforme permitira a detecgdo precoce dos eventos vaso-oclusivos em
pacientes com anemia falciforme, levando a melhoria do servigo prestado e a melhora da qualidade de vida
dos pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo de relevancia clinica e social, que pretende auxiliar os profissionais da saude no
melhor manejo clinico, qualidade de vida e sobrevida de pacientes com anemia falciforme.

Projeto apresenta viabilidade para ser aplicado e nao oferece dbice ético.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

ARESENTADOS

Recomendagodes:

Sem recomendagbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

g

Projeto aprovado de conformidade com as Resolugbes 466/12, do CNS-MS, ndo havendo nenhum

impedimento ético para realizago do mesmo, devendo o pesquisador enviar relatdrio parcial. caso no

decorrer da pesquisa venha a serem demonstrados fatos relevantes e resultados parciais de seu

desenvolvimento; e um relatério final a ser apresentado apds o encerramento da pesquisa, totalizando seus

resultados.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado de conformidade com as Resolugdes 466/12, do CNS-MS, nao havendo nenhum

impedimento ético para realizagdo do mesmo, devendo o pesquisador enviar relatorio parcial, caso no

decorrer da pesquisa venha a serem demonstrados fatos relevantes e resultados parciais de seu

desenvolvimento; e um relatério final a ser apresentado apds o encerramento da pesquisa, totalizando seus

resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS DO _P | 18/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1156533.pdf 20:43:44
TCLE / Termos de | TERMO_DE_ASSENTIMENTO. pdf 18/12/2018 |Kleyton Palmeira do | Aceito
Assentimento / 20:42:39 |0
Justificativa de
Auséncia
Cronograma cronograma.pdf 18/12/2018 |Kleyton Palmeira do | Aceito
20:42:21

Projeto Detalhado /| projetoCEP.pdf 18/12/2018 |Kleyton Palmeira do | Aceito

Brochura 20:42:06 |0

Investigador

Qutros declaracao_de_custo pdf 24/11/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
19:05:41

Qutros AdersonAraujo.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
09:48:51 |0

Qutros AnaFreire.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
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Outros AnaFreire.pdf 09:48:04 [O Aceito

Outros AndreiaSilva.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
09:47:48

Outros IsabelaFarias.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
09:47:31

Qutros KleytonPalmeira.pdf 20/09/2018 |Kleyton Paimeirado | Aceito
09:47:14

Qutros LuydsonVasconcelos.pdf 20/09/2018 |Kleyton Paimeirado | Aceito
09:46:56

Outros MarcosBezerra.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
09:46:37

Qutros MariadoSocorroCavalcanti. pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeira do | Aceito
09:46:15

Qutros PatriciaMoura.pdf 20/09/2018 |Kleyton Paimeirado | Aceito
09:45:59

Outros TacianaBelmont.pdf 20/09/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
09:45:07

Declaragao de anuenciahemope.pdf 25/07/2018 |Kleyton Paimeirado | Aceito

Instituicdo e 20:36:50

Infraestrutura

Declaragao de anuencial CB.pdf 25/07/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito

Instituiao e 20:36:32 |0

Declaragao de TERMODECONFIDENCIALIDADE pdf 25/07/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito

Pesquisadores 20:36:19

Folha de Rosto folhaderostro.pdf 25/07/2018 |Kleyton Palmeirado | Aceito
20:36:02

Situacido do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagido da CONEP:
MNao

RECIFE, 26 de Dezembro de 2018

Assinado por:
Magaly Bushatsky
(Coordenador{a))

Enderago: Rua Arndbio Marques, 310
Bairro: Santo Amaro

UF: PE Municiple: RECIFE
Telefone: (81)3184-1271 Fax: (81)3184-12T1 E-mall: cep_huoc procape@upe br

CEP: 50.100-130

Pagina 05 de 05

143



144

ANEXO C - ATA DE DEFESA

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Instituto Aggeu Magalhaes

ATA DA SESSAO PUBLICA DE N° 76 DE DEFESA E ARGUICAO DA TESE DE DOUTORADO
ACADEMICO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAUDE PARA OBTENCAO DO TiTULO DE
“DOUTOR EM CIENCIAS”

Aos dez dias do més de maio de 2023, com inicio as 14:03 h e término as 17:20 h, realizou-se via Plataforma Digital
Zoom Cloud Meeting a sess&o publica para arguicdo e defesa da tese intitulada “AVALIACAO DOS POLIMORFISMOS
E EXPRESSAO DOS GENES DAS METALOPROTEINASES(MMPs) E SEUS INIBIDORES (TIMPs) NOS EVENTOS
VASO-OCLUSIVOS EM JOVENS COM ANEMIA FALCIFORME", na area de concentracao “Biologia celular e molecular
basica e aplicada” e linha de pesquisa “Biotecnologia aplicada ao diagndstico e controle de doencas infecciosas,
parasitarias e crénicas”, apresentada por Kleyton Palmeira do © , sob a orientacdo do Dr.Luydson Richardson Silva
Vasconcelos e coorientacdao da Dra.Taciana Furtado de Mendonga Belmont. A Comissao Examinadora indicada pela
Coordenagao de Pos-Graduacd@o em Biociéncias e Biotecnologia em Saude, conforme estabelece o Regimento Geral dos
Cursos de Pés-Graduacédo da Fiocruz e o Regulamento especifico da Pés-Graduacd@o em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude do IAM/Fiocruz, foi constituida pelos seguintes membros:

Dr. Walter Lins Barbosa Junior — Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz
1° Examinador

Dr. Matheus Filgueira Bezermra — Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz
2° Examinador

Dr. Fabio Lopes de Melo — Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz
3° Examinador

Dr. Christian Robson de Souza Reis — Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz
4° Examinador

Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos — Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz
(Presidente da Comissao Examinadora e Orientador)

Atuaram como suplentes:
Dra. Patricia Muniz Mendes Freire de Moura — UPE

PARECER:

Apods a apresentacd@o do candidato, a Comissdo Examinadora passou a arguigcdo publica e o discente foi considerado
|| Aprovado

[1 Reprovado

[1 Em exigéncia

E, para constar do processo respectivo, a Comiss@o Examinadora assina a presente ata, emitindo um parecer final.

A Comissdo Examinadora é:

[] Favoravel a divulgacéo da tese em sua forma atual - APROVADA.

Il Favoravel a divulgacéo da tese apds pequena revisdo sugerida pela Comisséo, até 30 dias - APROVADA.

[[] Desfavoravel a divulgacdo da tese, devendo o(a) candidato(a) providenciar as alteragdes exigidas pela Comisséo,
até 90 dias - EM EXIGENCIA.

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitana — Campus da UFPE Recife - PE - CEP: 50.740-465
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911 172
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O titulo do trabalho sofreu alteragdes? [__|Sim [JlliNGo. No caso de alteragdo, qual o novo titulo?
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Observacoes da Banca: (recomendacdes de modificagdes, ajustes, sugestdes de publicagcdes, outros comentarios; se
necessario anexar folhas adicionais com parecer detalhado)

O discente foi arguido dentro do tempo destinado e respondeu de forma satisfatéria acs questionamentos realizados, foram
feitas sugestdes no resumo para um maior detalhamento do mesmo, reviséo bibliografica com relacéo a fisiopatologia da
doenca além da metodologia com adequacgdes no tempo verbal e detalhamento de aspectos técnicos, com relagéo a

conclusdo foram feitas sugestdes para apresentacdo em topicos.

Assinado de forma dgial por
Walter Lins Barbosa
Junicr 01544274467
Dados: 2023.05.12 142937
rrocruz 0¥or

(Assinatura Eletronica)

Dr.Walter Lins Barbosa Junior — IAM/Fiocruz

1° Examinador

Assinado de forma digital
por Matheus Filgueira
Bezera 07125318401
Dados: 202305.16

FlocRUZ 15:42:04 -03°00°

(Assinatura Eletronica)

Dr. Matheus Filgueira Bezemra — |AM/Fiocruz

2° Examinador

[

FlocRuz

Assinado de forma digital por
Fabio Lopes de Medo 53940822434
Dados: 2023.05.16 124556 0300

(Assinatura Eletrdnica)

Dr. Fabio Lopes de Melo — IAM/Fiocruz

3° Examinador

Assinado de forma digital por
Christian Robson de Souza
Reis02489893408

Dados: 2023.05.18 11:30:13 -03'00°

(Assinatura Eletrnica)

Dr. Christian Robson de Souza Reis — |AM/Fiocruz

4° Examinador

Assinado de forma digital por
Luy dson Richardson Siva
Vasconctos0 1063848433
Dados 202105.10 17:33.48 0300

rlocruz

(Assinatura Eletrénica)

Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos — |IAM/Fiocruz
(Presidente da Comissao Examinadora e Orientador)

Observacao:

1- Registra-se que, por motivo de forga maior, o Dr. Fabio Lopes de Melo assumiu a litularidade na Comissao Examinadora em

substituigdo a Dra. Virginia Mana Barros de Lorena — titular da banca.

2- A emissao do diploma e do historico escolar esta condicionada a entrega, na Secretaria Académica, de trés exemplares da

dissertagdo (na integra), sendo um em capa dura, um em espiral e uma versao atravées de meio eletrbnico enviado para

Pgbbs.iam@fiocruz br, apos alteragGes sugeridas pela Comissdo, contendo as assinaturas do orientador e de, pelo menos, um
examinador na folha de aprovacéo de todos os exemplares

Este documento nao substitui o Diploma e o Histonco Escolar de conclusdo do Curso.
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t(!‘ogsata'é%tlﬁa epl»le oaggfg%%slcPEdu — consultar a veracidade da assinatura

em:https://pessoal.icpedu.mp .br/public/verificar-assinatura
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