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RESUMO

Embora a anemia falciforme (AF) resulte da homozigosidade de uma tinica mutacdo
no cédon 6 (recentemente renumerado cédon 7) da B-globina, o quadro clinico desta doenca é
muito heterogéneo, de modo que diferentes pacientes podem apresentar evolucdes clinicas
significativamente distintas. Praticamente todos os 6rgdos podem ser afetados, merecendo
destaque o Sistema Nervoso Central (SNC), onde sdo observados acidentes isquémicos
transitorios, infartos e hemorragia cerebral, os quais acometem aproximadamente 25% dos
pacientes com AF. As complicacdes neuroldgicas sdo graves, podendo ser fatais em até 15%
dos casos. Entre os tipos de acidente vascular cerebral (AVC) destacamos neste estudo o
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), sindrome cldssica da anemia falciforme,
responsavel por 20% da mortalidade nesses pacientes. O AVCi € caracterizado pela oclusdo
nas artérias cerebrais, impedindo o fluxo sanguineo e o suprimento adequado de oxigénio e
nutrientes para a drea afetada. Apesar da anemia falciforme ser caracterizada pela falcizacao
das hemadcias, o endotélio vascular possui um papel importante na fisiopatologia desta
hemoglobinopatia. Diferencas de expressdo de moléculas produzidas por células endoteliais
(CE) podem estar associadas a heterogeneidade clinica entre individuos afetados com doencas
vasculares. Neste estudo, investigamos a expressdo diferencial de genes em vias que podem
estar associadas ao risco ou a protecdo ao acidente vascular cerebral em amostras de RNAs
extraidos a partir de células endoteliais progenitoras circulantes (CEFCs - Blood Outgrowth
Endothelial Cells) de quatro pacientes com AF com histdria clinica de AVCi e de seis
pacientes com AF sem AVCi (confirmados por ressonancia magnética). A abordagem incluiu
o isolamento e cultivo de CEFCs e andlise de expressdo de 84 genes por meio da técnica de
PCR Array (Human Endothelial Cell Biology RT? PCR Array). Os resultados de andlise de
expressao génica identificaram 29 genes diferencialmente expressos em pacientes com AF e
AVCi, (11 mais expressos e 18 menos expressos) quando comparados com o grupo sem
AVCi. Baseado nos resultados de PCR Array foram selecionados para a validagdo cinco
genes que tiveram a expressao aumentada (FLT-1, IL-6, MMP-1, PGF e PROCR) e cinco
genes que tiveram a expressdo diminuida (CCL-2, ICAM-1, KDR, SELPLG e TNFSFI10).
Dentre os genes mais expressos destacamos o0 PGF e MMP-1 e dentre 0s menos expressos, o
ICAM-1 e o TNFSF-10. Os resultados obtidos poderdao auxiliar na compreensdo dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de AVCi em pacientes com AF, no diagndstico
preventivo e ainda contribuir para o desenvolvimento de abordagens uteis para o tratamento

do AVCi nestes pacientes.



Palavras-chave: Anemia falciforme, AVCi, Expressao génica.



ABSTRACT

Although sickle-cell anemia (SCA) results from the homozygosity of a single mutation at the
6™ position of the B-globin (recently renumbered 7" position), the clinical manifestation of
this disease is very heterogeneous, so that different patients may present significantly
different clinical evolutions. Almost all organs can be affected, with emphasis on the Central
Nervous System (CNS), where transient ischemic events, infarcts and cerebral hemorrhage
are observed, affecting approximately 25% of the patients with SCA. Neurological
complications are severe and can be fatal in up to 15% of the cases. Among the types of
cerebrovascular accident (CVA) we highlight in this study ischemic cerebrovascular accident,
which is the classical syndrome of sickle cell anemia, accounting for 20% of mortality in
these patients. The ischemic stroke is characterized by occlusion in the cerebral arteries,
preventing blood flow and adequade supply of oxygen and nutrients to the affected area.
Although sickle cell anemia is characterized by sickling of red blood cells, vascular
endothelium plays an important role in the pathophysiology of this hemoglobinopathy.
Differences in the expression of molecules produced by endothelial cells may be associated
with clinical heterogeneity among individuals affected by vascular diseases. In this study, we
investigated the differential expression of genes previously associated with the risk of stroke
in endothelial cells from four patients with SCA with stroke and six patients with SCA
without stroke (confirmed by magnetic resonance imaging). The approach included the
isolation and culture of Blood Outgrowth Endothelial Cells (CEFCs) and expression analysis
of 84 genes by PCR Array technique (Human Endothelial Cell Biology RT?> PCR Array). The
analysis of the array showed that 11 genes were upregulated and 18 were downregulated,
from which ten were chosen for validation (five upregulated — FLT-1, IL-6, MMP-1, PGF and
PROCR and five downregulated — CCL-2, ICAM-1, KDR, SELPLG and TNFSF10). PGF,
MMP-1, ICAM-1 and TNFSF10 genes were validated by qRT PCR. Among the upregulated
genes we highlight PGF and MMP-1 and among the downregulated genes, /[CAM-1 and
TNFSF-10. The results obtained may help to understand the mechanisms involved in the
development of stroke in patients with SCA, in the preventive diagnosis and also contribute to

the development of useful approaches for the treatment of stroke in these patients.

Keywords: Sickle cell anemia, Stroke, Gene expression
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1. INTRODUCAO
1.1 Histoérico e fisiopatologia da anemia falciforme

Em 1910, James Herrick publicou pela primeira vez um estudo em que visualizou a
forma anormal de células vermelhas no sangue periférico de um estudante negro com anemia
grave, ictericia e com dores fortes nas articulagdes (1).

A doenca falciforme teve origem na Africa e chegou ao continente americano em
funcdo do trifico de pessoas negras, escravizadas durante o periodo colonial. Atualmente,
mais da metade da populacdo brasileira apresenta tracos de afrodescendéncia, o que faz da
doenca falciforme a enfermidade hereditdria mais comum do Brasil (2).

A anemia falciforme € decorrente da substituicio de uma adenina por uma timina
(GAG—GTG) no coédon 6 (recentemente renumerado cédon 7) da beta globina no
cromossomo 11p15.5.7 (4). Tal mutacdo leva a troca do dcido glutamico por valina (Glu6Val)
alterando a estabilidade da hemoglobina e levando a polimerizacio induzida por
desoxigenacdo quando as hemadcias passam pela microcirculacdo (3).

A denominagdo “anemia falciforme” ¢ reservada para a forma da doenga que ocorre
nos homozigotos SS. Além disso, a HbS pode combinar-se com outras anormalidades
hereditarias das hemoglobinas, como a hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD), beta-
talassemia, entre outros, gerando combinacdes que também sdo sintomaticas, denominadas
respectivamente, hemoglobinopatia SC, hemoglobinopatia SD, S/beta-talassemia. No
conjunto, todas estas formas sintomdticas da HbS, em homozigose (HbSS- anemia falciforme)
ou em combinacio, sdo conhecidas como doencas falciformes (4).

Na HbS a substituicdo dos aminoécidos faz com que a valina estabeleca interacoes
hidrofébicas com outros residuos também hidrofoébicos na cadeia da B-globina de outra
molécula de HbS desoxigenada. Tal interacdo origina polimeros que se alongam em fibras
helicoidais que, quando agrupados, endurecem e levam as células a adquirirem a forma de
foice, além de desencadear uma cascata de vérias outras anormalidades celulares, as quais
participam do mecanismo fisiopatologico global. Devido a essa polimerizacdo ocorrem
eventos de vaso-oclusdo bem como a consequente anemia hemolitica devido a fragilidade dos
glébulos vermelhos (5).

O fendmeno de “falcizagdo” pode ser reversivel apds a reoxigenacdo. Contudo, a
repeti¢do desse fendmeno pode causar lesdes na membrana em algumas células suscetiveis,

fazendo com que a rigidez e configuracdo em forma de foice persistam mesmo apds a
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reoxigenacdo. Esses eritrocitos, denominados “células irreversivelmente falcizadas”,
permanecem com a forma anormal mesmo na auséncia de polimerizacdo intracelular da
hemoglobina. O quadro clinico da anemia falciforme depende substancialmente da ocorréncia
de lesdes organicas causadas pela obstrucao vascular e das chamadas “crises de falcizacao”.
Em geral, a vaso-oclusdo na anemia falciforme ocorre na microcircula¢do, podendo, contudo,

afetar grandes artérias (6) como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Fisiopatologia da doenca falciforme. A mutacio pontual (GAG- GTG) causa a troca
do 4cido glutamico por valina (Glu6Val) alterando a estabilidade da hemoglobina
gerando a formacdo da HbS. A HBS quando desoxigenada forma polimeros no
interior das hemadcias levando a formacdo de hemadcias falcizadas. A
polimerizagao repetida da HbS causa dano na membrana das hemaécias levando a
hemodlise e fendmenos de vaso-oclusdo. N(neutréfilo), EC (células endoteliais),
ISC (células irreversivelmente falcizadas), RBC (hemacias), R (reticuldcitos).
Adaptado de Steinberg 2008.

Por muitas décadas foi confirmado que a vaso-oclusdo ocasionada pelas células
anormais causam isquemia do tecido provocando disfuncdo dos 6rgdos em pacientes com
anemia falciforme. Os fendmenos vaso-oclusivos podem ocorrer devido a associagdo de
varios fatores como inflamacdo, ativacdo endotelial, anormalidades na membrana dos
eritrocitos, adesdo de leucdcitos, ativagdo e agregacdo plaquetdria, ativagdo da coagulacdo e

anormalidades na biodisponibilidade de varios fatores vasoativos (7).
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Além disso, mais recentemente tem sido demonstrado que o processo vaso- oclusivo
compreende mecanismos que envolvem tonus vascular anormal e ativado e endotélio adesivo.
Essas anormalidades se atribuem a vias envolvidas no processo hemolitico associando
biodisponibilidade de o6xido nitrico (ON), estresse oxidativo, alteracdes de isquemia-
reperfusdo, ativacido da hemostasia, leucécitos e plaquetas. A lise de eritrdcitos libera arginase
que destréi L-arginina, substrato para a produ¢do de ON. Esta molécula é um importante
cofator da enzima guanilato-ciclase, responsdvel pela conversio de GTP (trifosfato de
guanosina) em cGMP (monofosfato de guanina ciclica) que leva ao relaxamento dos
musculos lisos vasculares e vasodilatacio e, consequentemente, ao aumento do fluxo
sanguineo na microcirculacdo (8-10). Além disso, a hemoglobina livre no plasma também
resultado da destrui¢do eritrocitdria, consome o ON, gerando meta-hemoglobina e nitrato
bioativo, sendo outro mecanismo que contribui para diminuicdo do ON (1). Como
consequéncia a baixa disponibilidade de NO resulta em vasoconstricdo e altera a homeostase
vascular, aumentando a ativacdo plaquetdria e expressdo das moléculas de adesdo nos
leucocitos e células endoteliais (CE) (11).

A anemia hemolitica e os eventos vaso-oclusivos sdo encontrados em diferentes graus
em todos os gendtipos da doenca; alguns gendtipos sdo clinicamente mais graves do que
outros. Isto ocorre devido a variagdo da concentragdo de HbS nas hemaécias e a propensao

para a formagdo de polimeros, que é dependente da concentracdao de HbS (12).

1.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma doenca que envolve a destrui¢io e/ou
disfuncdo das células cerebrais, levando a déficits neuroldgicos clinicamente definidos com
sinais e sintomas neuroldgicos evidentes (13).

O AVC ¢ a principal causa neuroldgica de morte e invalidez em criangas e adultos,
sendo esta uma das principais complicacdes da anemia falciforme (13) (14). E considerada
uma complicagdo catastréfica da anemia falciforme causada por estenose e oclusio de
grandes vasos (4). A maioria dos sobreviventes sofre danos neuroldgicos, resultando em

limitacdes significativas na vida didria.
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1.2.1 Epidemiologia

O AVC ¢ a terceira causa de morte em paises em desenvolvimento e a causa mais
frequente de incapacidade permanente em adultos no mundo (12). Cerca de 25% dos
pacientes com AF sdo acometidos por algum tipo de comprometimento neurolégico, sendo
estes mais frequente em pacientes homozigotos SS, sendo raro naqueles com HbSC e S-beta-
talassemia (14- 17).

O risco de ocorréncia de um primeiro acidente vascular cerebral € de 11% até os 20
anos de idade, 15% até os 30 anos e 24% em torno de 45 anos (9). Dentre o grupo infantil a
incidéncia é de 5 a 10% até os 17 anos de idade, sendo que o grupo etdrio mais afetado € o de
2 a 10 anos (16). Criancas com AF tém um risco 300 vezes maior de AVC agudo do que
outras criangas sem anemia falciforme e, aos 45 anos de idade, um em cada quatro adultos
com anemia falciforme teve AVC (13). Aproximadamente 30% das criancas ndo tratadas com
essa condi¢do terdo um evento cerebrovascular (20,21); 80% desses eventos resultardo em
déficits cognitivos significativos (22). Devido a alta incidéncia desta vasculopatia cerebral,
destaca-se a necessidade de desenvolvimento de testes progndsticos para a identificagdo do
AVC nas criangas com AF mais propensas a desenvolver esta doenca cerebral irreversivel

(16).

1.2. 2 Sintomatologia

Alteragdes da consciéncia, déficits neuroldgicos focais, convulsdes, paresias, afasias,
confusdo mental e cefaleia de grande intensidade ou duragdo sdo sinais e sintomas sugestivos
de acidente vascular cerebral. Os pacientes podem ainda apresentar alteracdo neuroldgica
breve reversivel (ataque isquémico transitorio), que € um fator de risco para o AVC, e
também pequenos infartos silenciosos, levando a dificuldades de atengdo e aprendizagem
(17-20).

Anormalidades cognitivas podem ocorrer em pacientes com doenga falciforme que
possuem doenca vascular cerebral ou AVC. Estudos sugerem que em adultos a deficiéncia
neurocognitiva ¢ comum, sem comprometimento neurolégico evidente. Em criancas com AF
as sequelas sdo preocupantes, levando a complicacdes graves, como déficit motor, danos
neuroldgicos e comprometimento cognitivo (21-23).

Satoh e colaboradoradores realizaram um estudo com criancas com AVCi até 16 anos

de idade no Japdo e observaram que as manifestacdes clinicas em criangas com AVCi sdo
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diferentes das de adultos. O AVCi localizado nos ganglios da base, com estenose na artéria
carétida distal € a caracteristica principal encontrada na infancia, sendo esta associacao
incomum em adultos. Hemiparesia (paralisia parcial de um lado do corpo) foi a forma mais
comum de incapacidade apés AVCi (89%), seguida de distirbios da consciéncia (39%) e
distirbios da fala (45%). O curso clinico da afasia é diferente da observada em adultos. Em
criancas € caracterizada com perda da fala, parafasia e disgrafia (Afasia de Wernicke). A
hemidistonia que € uma complica¢do da hemiplegia (paralisia motora) é uma sequela comum
nas criancas e incomum no AVCi adulto. Dusser e colaboradores observaram a hemidistonia
(movimentos anormais) em 40% dos casos. Observaram também que as convulsdes parciais
motoras do mesmo lado da hemiparesia sdo mais frequentes em criangas do que em adultos
mas podem ser generalizadas (21-23). Em geral, o progndstico, a recuperacio funcional e os
indices de sobrevivéncia sdo melhores em criancas do que em adultos. Por outro lado, cerca
da metade das criangas mantiveram déficit neurolégico durante o seu desenvolvimento, sendo
que a hemiparesia e retardo mental sdo comuns. Muitas incertezas permanecem sobre o AVCi
infantil, mas € importante a preven¢do pois os distirbios sdo graves e ocorrem num periodo

critico do desenvolvimento da crianga (21,22).

1.2.3 Tipos de AVC

O AVC pode ser classificado como: AVC isquémico (AVCi), AVC hemorragico e
AVC isquémico transitorio (AIT) (13).

O AVC isquémico € a sindrome cldssica da anemia falciforme e é responsével por
20% da mortalidade entre esses pacientes (7,8). O AVCi € caracterizado pela oclusdo nas
artérias cerebrais, impedindo o fluxo sanguineo e o suprimento adequado de oxigénio e
nutrientes para a area afetada (Figura 2). Na anemia falciforme o AVCi € mais comum em
individuos mais jovens até os 20 anos de idade, mas também ocorre em adultos com mais de
30 anos (13). O AVCi € usualmente causado por oclusdo de uma grande artéria cerebral e
pode ocorrer como uma complicacdo da sindrome aguda do térax podendo se manifestar
como um ataque isquémico transitdrio, com fraqueza e perda da consciéncia (18), (19).

Em termos de identificacdo de AVCi a lesdo € focal. Na regido central da isquemia o
bloqueio de fluxo sanguineo cerebral (CBF) € quase sempre total, ocorrendo morte celular
desta drea em poucos minutos. Ao redor desta drea hia uma regido denominada zona de
penumbra, onde o fluxo sanguineo € menor, com hipofun¢do transitéria, mas que ndo leva a

morte celular. Esta zona de penumbra é metaestavel, permite a sobrevivéncia celular por um
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determinado periodo de tempo. Por isso esta regido é potencialmente alvo de recuperacdo
tecidual, onde se concentram esfor¢os para atender o paciente com AVC agudo (26). O AVC
isquémico afeta aproximadamente 10% dos pacientes pedidtricos com AF, com maior
prevaléncia na idade de cinco anos (10).

Quanto ao AVC do tipo hemorragico, a incidéncia em pacientes com anemia
falciforme parece ser maior em pacientes com idade entre 20 e 29 anos (13). Frequentemente
este € causado por ruptura de um aneurisma que pode resultar em lesdo vascular. O AVC
hemorragico é uma das complicacdes neurolégicas mais devastadoras da doenga falciforme
(DF). E comumente atribuida a aneurismas que acompanham a vasculopatia em pacientes
com anemia falciforme. A maioria das hemorragias intracerebrais é relacionada ao aneurisma
intracranial, mas ha hemorragias relacionadas a doenca de Moyamoya e a conversdo em
hemorragica decorrente do AVCi. A doenca de Moyamoya € o desenvolvimento de novelos
vasculares envolvendo vasos frageis e dilatados, que surgem como circulagido colateral ao
redor de dreas de infarto e aneurismas, e sdo os fatores que causam hemorragias em adultos e
criangas (27). O AIT é um preditor significativo de AVCi. Ohene-Frempong e colaboradores
relataram que o AIT em pacientes com doenga falciforme € um grande fator de risco, podendo
levar a ocorréncia de AVCi ou hemorrdgico. O AIT foi definido como um breve episédio de
disfuncio neuroldgica isquémica focal, cujos sintomas melhoram dentro de 24 horas (ou 48
horas se o sistema basilar for envolvido). Este fato deve ser atentado pelos clinicos
considerando que o AIT € um sinal de doenca cerebrovascular e as vezes passa despercebido
principalmente em criancgas (13).

Os AVCs que se manifestam clinicamente afetam aproximadamente 6 a 17% dos
pacientes com AF, sendo que a recorréncia pode chegar a cerca de 80% nos trés anos
seguintes ao primeiro evento se nenhuma terapia for instituida (28). Alguns AVCs em anemia
falciforme ocorrem na auséncia de vasculopatia. Aproximadamente 20% dos AVCs
coincidem com eventos agudos, como a sindrome tordcica aguda grave com hipdxia ou

anemia grave devido a parvovirose ou sequestro esplénico (29).
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Figura 2. Area isquémica devido a oclusio de um vaso pela presenca de um trombo, levando
a AVCi. Adaptado Caplan, 2006.

1.2.4 Fatores de risco para AVCi

O principais fatores de risco associados a ocorréncia de AVCi sdo AIT prévio,
elevada pressdo sistdlica, alta contagem de leucdcitos, baixos niveis de hemoglobina e
sindrome tordcica aguda (13). Entretanto baseado em evidéncias, a predisposi¢cdo genética ou

familiar pode favorecer o AVCi em pacientes com doenca falciforme (13,30,31).

1.2.5 Diagnéstico por imagem

A avaliagdo imediata para diagnéstico de AVC € a ressonancia magnética do cranio
(RMC) (24). Esta € indicada, principalmente, em pacientes com infarto cerebral silencioso
(ICS). O ICS ¢ definido como drea de hiperintensidade do parénquima cerebral na RMC em
pacientes sem histéria ou sem sinais fisicos de déficit neuroldgico focal (32). Os ICSs sao
principalmente visiveis como substancia branca na RMC e embora a etiologia permaneca
desconhecida, os pacientes com vdrios ICSs apresentam sérios riscos de ter um
comprometimento cognitivo que pode influenciar no rendimento académico e social (33,34).

Em relacdo a prevencdo de AVC primdrio e progndstico a tnica ferramenta clinica
utilizada é a medida do tempo da velocidade média (TVM) da artéria carétida interna distal e
da artéria cerebral média usando Doppler transcraniano (DTC) (35). A realizacdo do exame
de DTC € um importante instrumento para detec¢io de risco para AVC isquémico e deve ser
realizado anualmente dos dois aos 16 anos. Criangas com DTC alterado (TVM> 200 cm/s)

tém 44 vezes mais risco de desenvolver AVC do que aqueles com DTC normal TVM < 170
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cm/s) (36). Nas criangas com alteracdo TVM, superior a 200 cm/s, é indicado o programa
cronico de hemotransfusao que reduz o risco de AVC em 90% ou mais (37,38).

Devido a dificuldade em avaliar por meio de DTC todos os pacientes com anemia
falciforme que podem apresentar AVC e a dificuldade no comprometimento da transfusao
sanguinea regular, estudos tem buscado o desenvolvimento de um painel especifico de

biomarcadores na prevencdao de AVC (16).

1.2.6 Tratamento

A 1identificacdo precisa de alto risco de AVC pode permitir o tratamento precoce,
prevenindo assim o desenvolvimento de doencas cerebrovasculares e especialmente o AVC
primario (16).

Em geral, as medidas terapéuticas aplicadas a casos de infarto na AF ndo podem ser
implementadas antes da ocorréncia do primeiro AVC, sendo preferivel identificar fatores de
risco para prevenir o AVC e adotar terapia direcionada a prevencdo de AVCi recorrentes por
um programa de transfusdo em longo prazo (39). Em duas décadas houve um progresso no

entendimento de mecanismos celulares e moleculares na patofisiologia do AVC (26).

1.3 Endotélio e Células endoteliais

O endotélio reveste a parede vascular interna dos vasos sanguineos, sendo constituido
por uma monocamada de CE. No adulto, este é composto por 10 trilhdes de CE (40). Esta
camada do endotélio é semipermedvel e permite a transferéncia de micro e macromoléculas e
de células entre o sangue e o tecido, além de ser importante para a manutencio do equilibrio
de 4gua e proteinas entre os compartimentos intra e extracelular (41,42).

As CE também participam no controle da coagulagcao sanguinea, manutencdo do tonus
vascular por meio da producdo de substincias vasodilatadoras e vasoconstritoras, atuam na
resposta inflamatéria, por meio da producao de mediadores inflamatérios e na formacdo de
NOvos vasos sanguineos.

Os mecanismos que induzem a inflamagdo e a ativacdo do endotélio vascular na
doenca falciforme ainda permanecem pouco compreendidos, mas sabe-se que o endotélio
sofre ativacdo pela adesdo das hemdcias falciformes devido a alteracdes nas propriedades da

membrana. Acredita-se que nos processos segundo os quais ocorre a ativacao inflamatdria no
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endotélio vascular, hd o aumento da expressdo do receptor Fc das CE e também das integrinas
ICAM-1, VCAM-1 e P-selectinas. Destacam-se também o aumento no plasma de leucdécitos
como neutrofilos e mondcitos, CE circulantes ativadas, citocinas pré-inflamatérias, fator
ativador de plaquetas, proteina C-reativa e estimulos angiogénicos (Figura 3) (43,44).

As células endoteliais desempenham um papel importante na fisiopatologia da AF,
tanto no mecanismo de vaso-oclusdo como na disfunc¢do endotelial. Este € um processo que
envolve vdrias etapas. Os eventos vaso-oclusivos sdo iniciados pela adesdo anormal de
hemadcias e leucdcitos ao endotélio e também pela interagdo de vdérios tipos de células. Essas
interacdes podem ser mediadas pela ativacdo das vias de sinalizac@o dessas células (estimulos
inflamatérios) e pelo aumento da atividade e expressdo de moléculas de adesdo na superficie
das CE, hemécias e leucdcitos (45-50). Além disso, a diminui¢cdo da biodisponibilidade do
ON pela Hb e o aumento na liberagdo da endotelina 1 (ET-1), favorecem a vasoconstri¢do,
contribuindo para fendmenos vaso-oclusivos. O ON é importante na manutencdo do tonus
vascular e na prevenc¢do da agregacdo plaquetdria, através do aumento do GMPc e na redugdo
do cdlcio intraplaquetdrio (51). Além do ON, o endotélio produz prostaciclinas que sao
substancias vasodilatadoras e substincias vasoconstritoras, tais como enzima conversora de
angiotensinogénio, tromboxano A2, leucotrienos, radicais livres e endotelina-1 (40). A
producdo da endotelina-1 pelo endotélio € modulada por citocinas inflamatérias que induz a
inflamacdo e a ativacdo endotelial (52). A obstru¢do vascular e lesdo do endotélio e dos
tecidos, desencadeiam uma resposta inflamatdria que levam ao estado inflamatério cronico
em pacientes com AF, produzindo uma série de citocinas inflamatdrias como as interleucinas
1 e 6 (IL-1e IL-6) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), os fatores de crescimento (G-CSF,
GM-CSF, TGFp), as quimiocinas (CCL-2, IL-8) e as proteinas de fase aguda (PCR). Estas
também atuam em processos de isquemia-reperfusdo, desencadeando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez ativam respostas inflamatdrias nos vasos
sanguineos (43,53).

Além de todas as moléculas mencionadas anteriormente, ressalta-se o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), um fator angiogénico que exerce um papel
importante na resposta inflamatdria, sendo produzido por vérios tipos de células, entre elas as
CE. A sua participa¢do em processos angiogénicos, tem sido implicada em todas as fases do
desenvolvimento vascular, incluindo o desenvolvimento neurovascular, o qual compreende:
(1) vasculogénese ou desenvolvimento de novos vasos a partir de células mesenquimais
precursoras, (2) angiogénese ou formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes

devido a hipdxia, (3) arteriogénese ou alongamento da anastomose arterial em resposta ao
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gradiente de pressdo arterial, (4) ocorréncia de efeito trofico direto e protecdo sobre os
neurdnios. As acdes vasculares e neuroldgicas sdo relevantes para a angiogénese no acidente
vascular cerebral (54).

O endotélio vascular € altamente responsivo a altera¢des, e uma vez lesado ou ativado,
tem suas funcdes modificadas. Em resposta a lesdao pode ocorrer perda da integridade da
barreira hematoencefdlica (BHE) com liberacdo de CE para a circulagdo sanguinea (55).
Essas células endoteliais circulantes maduras t€ém sido consideradas como um potencial
marcador de dano tecidual (56). Na tentativa de reparacdo do endotélio sdo desencadeados
mecanismos para a reendotelizacdo (56). O reparo endotelial é desencadeado por mecanismos
angiogénicos originando processos de migracdo e proliferagdo de células endoteliais maduras.
Ja foi demonstrado que o recrutamento de células endoteliais progenitoras (CEPs) da medula
Ossea e sua diferenciacdo em células endoteliais maduras seria um mecanismo adicional na

recuperagdo da integridade endotelial no adulto (57).
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Figura 3. Costa FF, Conran N, Fertrin KY. Mecanismo de vaso-oclusdo na anemia

falciforme. In Zago MA, Falcdo RP, Pasquini R. Tratado de Hematologia. Sdo Paulo:
Editora Atheneu; 2013. P. 205-223.

O contato direto das hemacias SS e a presenca de hemdlise intravascular levam a ativagdo
das células endoteliais que revestem o vaso; a presenca do heme livre na circulagdo tem
efeito deletério no vaso e ainda consome o Oxido Nitrico (NO) sintetizado pelas células
endoteliais. A presenca de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), hipéxia e os
vasoconstritores como Endotelina-1 (ET-1) contribuem para a ativagdo das células
endoteliais. O estado de hipercoagulabilidade leva a niveis aumentados de Fator Tecidual
(FT), Fator Ativador de Plaquetas (FAP), Fator de von Willebrand (FvW) e ativagio
plaquetéria. A ativacdo do endotélio também conta com a presenca das plaquetas ativadas no
vaso sanguineo e a sua adesdo a parede vascular. Apds sua ativacdo, as células endoteliais
aumentam a expressdo das moléculas de adesdo (como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na
superficie do vaso e também liberam mais citocinas e quimiocinas como o IL-8, IL-6 e IL-
1B, que com o TNF-a, contribuem para a inflamagdo vascular e a ativacdo das células
sanguineas. A vasoconstricdo elevada e a obstrucao fisica do vaso ocasionam uma redugao
no fluxo sanguineo com consequente hipdxia e falcizacdo das hemdcias, dificultando a
passagem do sangue, e finalmente resultando na vaso-oclusao.

As CEPs sao originadas de hemangioblastos, que sdo precursores de células vasculares
e hematopoiéticas (58). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um fator que
ativa a maturacao dos hemangioblastos em angioblastos, que se diferenciam em CEPs e em
seguida em células endoteliais maduras (59). As CEPs parecem gerar um grupo de células
heterogéneas originadas na medula dssea, e estdo presentes em diferentes estigios de
diferencia¢do endotelial no sangue periférico (60).

Na literatura varias nomenclaturas t€ém sido utilizadas para identificar as células
endoteliais progenitoras circulantes. Neste estudo, as CE com caracteristicas de células

maduras sdo denominadas Células Endoteliais Formadoras de Coldnias (CEFCs) (61). Estas
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células também s3ao denominadas Blood Outgrowth Endothelial Cells (BOECs) (62),
Outgrowth Endothelial Cells (63) e late Outgrowth Endothelial Cells (64).

As CEFCs podem ser isoladas do sangue periférico por meio da cultura in vitro. Estas
células estdo presentes em baixo nimero dentre as células mononucleares (0,01 — 0,1%),
contudo, possuem alta capacidade proliferativa, com morfologia caracteristica de CE
(cobblestone) e fendtipo estdvel na cultura (CD133-, CD34+/-, VEGFR-2+, CD31+, FvW+,
VE-caderina+, eNOS+, CD105+, CD144+, CD146+), acetilam a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e tém a capacidade angiogénica de formar vasos in vitro (61,62,65,66).

Muitos estudos tém utilizado as CEFCs como fonte de células no processo de
regeneracdo vascular (67), como biomaterial aplicado na terapia génica e em estudos da
fisiopatologia vascular (68). Em modelos de lesdo vascular no camundongo, elas sdo
rapidamente recrutadas para o local de lesdo vascular ou isquemia tecidual apds injecao
intravenosa, onde iniciam uma resposta vasculogénica, e tem sido relatado que aumentam o
reparo vascular e melhoram o fluxo sanguineo apds infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral, retinopatia isquémica e lesdo do membro isquémico (56,57). Interessantemente Ding
e colaboradores em 2016, utilizando um teste de escore de gravidade neuroldgica modificado
e andlise histologica de cortes cerebrais com imunomarcacdo de CD31 no tecido cerebral
demonstrou restauracdo funcional, melhora da angiogénese, neurogénese e diminuicdo de
apoptose em camundongos isquémicos apds infusdo de CEFC, confirmando que as CEFCs

podem ser um agente terapéutico promissor para o0 AVC.

1.4 Aspectos genéticos do AVC na anemia falciforme

A heterogeneidade fenotipica observada em pacientes portadores de AF tem sido
atribuida a genes modificadores. Estudos recentes de associagdo de amplitude gendmica t€m
associado polimorfismos em vdrios desses genes com o aumento de incidéncia de
complicacOes nas doencas falciformes e ajudam a explicar a heterogeneidade clinica nesses
pacientes. Na tabela 1 estdo listados alguns genes que podem estar associados ao risco de

AVC.



Tabela 1. Genes modificadores candidatos associados a ocorréncia de AVC em adultos e
criancas. Adaptado de Steinberg, 2008.
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Gene Nome gene Variante Via envolvida Referéncia
ANXA2 Anexina A2 rs11853426 | Hipercoagubilidade Sebastiani,
BAIl Inibidor de angiogénese rs11167147 Angiogénese 2005.
especifica do cérebro 1
BMP6 | Proteina morfogenética 6ssea 6 | rs267196 Inflamac@o
rs408505
15267201
rs449853
CCL2 Quimiocina ligante 2 rs4586 Inflamag@o
CSF2 Fator estimulador de col6nia 2 rs25882 Adesao celular
ECEl1 Enzima conversora de rs212528 Adesao celular
endotelina 1 rs212531
TEK Receptor de tirosina Kinase rs489347 Adesao celular
TEK
TGFBR3 Fator III de crescimento 1s2148322 Inflamagdo
transformante do receptor beta | rs2765888
rs2007686
rs284875
ILAR Receptor de interleucina 4 rs1805015 Inflamacio Hoppe, 2004;
TNF alfa Fator de necrose tumoral rs1800629 Inflamac@o Hoppe, 2007.
LTC4S Leucotrieno 4 sintase rs730012 Inflamacio
MMP3 Matrix metaloproteinase 3 r$3025058 Inflamac@o
MMP-1 Matrix metaloproteinase- 1 rs498186 Angiogénese Qintao, 2014.
rs475007
rs514921
rs494379
rs1799750
rs1799750 Angiogénese Zhang,2018;
Huang, 2016;

Chehaibi, 2014.

Um dos estudos genéticos mais importantes foi realizado

por Sebastiani e

colaboradores. Ao analisarem 108 variantes em 39 genes candidatos em 1.398 individuos com

AF o grupo reportou 31 variantes em 12 genes que parecem interagir com a hemoglobina fetal

modulando o risco de AVC nesses pacientes. A presenca de fatores de risco associados ao

AVC sugere também que fatores genéticos que predispdem ao AVC sd@o comuns em pacientes

com anemia falciforme e na populacio geral (71).

Abaixo descrevemos sobre alguns genes de importantes vias associadas ao AVC, os

quais foram analisados no presente estudo.
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1.4.1 MMP-1

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas, zinco e célcio
dependentes associadas a degradacdo e remodelamento de proteinas que compdem a matriz
extracelular (MEC) (59,60). Cerca de vinte e quatro tipos de MMPs ja foram identificadas em
humanos e classificadas de acordo com sua estrutura molecular e o substrato que degradam
(74). Elas se dividem em MMPs associadas a membrana e em MMPs soluveis. As MMPs
associadas a membrana sdo representadas por seis tipos, divididas de acordo com o
mecanismo de ancoragem a membrana. As MMPs soluveis sdo divididas principalmente em
colagenases (degradam o coldgeno intersticial tipos I, II, IIl e V), gelatinases (degradam
colagenos previamente desnaturados) e estromelisinas (degradam especificamente
fibronectina, elastina, laminina e a proteina central das proteoglicanas) (75-78). A maioria
das MMPs sdo sintetizadas como enzimas inativas na forma latente. A sua conversdo em
enzima ativa € geralmente mediada por ativadores que incluem ativador de plasminogénio ou
o pré-hormodnio convertase denominado furina (79). As MMPs sdo um grande grupo de
proteases que degradam todas as proteinas da matriz extracelular e estdo envolvidas na
reconstru¢do e reparo tecidual, migracdo celular, angiogénese, processos inflamatorios e
invasao tumoral (20, 21).

Essencialmente, todos os membros das MMPs tém sido associados ao
desenvolvimento de canceres metastaticos, inflamacao cronica com subsequente dano tecidual
e desordens neuroldgicas (80). Particularmente, as MMPs desempenham um importante papel
na fisiopatologia do AVCi e no acompanhamento da evolugao clinica (81).

Como ja citado anteriormente, o AVCi ocorre quando o fluxo sanguineo cerebral é
localmente interrompido como resultado de um codgulo dentro de um vaso. Devido ao
fornecimento insuficiente de oxigé€nio e nutrientes, o tecido neural circundante afetado é
danificado, e os neurdnios eventualmente morrem. No entanto, apds isquemia e reperfusio, o
tecido cerebral danificado secreta citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas e espécies reativas
de oxigénio (ROS) que recrutam células inflamatorias para a area lesada. Estas células assim
como a microglia ativada liberam fatores inflamatérios e ROS adicionais, levando ao estresse
oxidativo e ativagdo das MMPs, causando rompimento da BHE, edema e hemorragia (69).

Ha uma grande associag@o entre o estresse oxidativo e MMPs na patofisiologia da
lesdo da BHE e no AVCi. Radicais livres, incluindo ROS e espécies reativas de nitrogénio
(ERNS5) sdo produzidas rapidamente apés oclusdo vascular (83). O acimulo de radicais livres

ndo somente aumenta a suscetibilidade a isquemia tecidual cerebral, mas também a ativacao
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das MMPs. Isto leva a degradacdo da BHE e aumenta a permeabilidade vascular, favorecendo
a isquemia cerebral (84).

A metaloproteinase de matriz—1 (MMP-1) ou colagenase A, a primeira enzima
identificada da familia das MMPs, faz parte do grupo das colagenases e participa da clivagem
de colageno tipos I, I e III (85). E sintetizada por células tumorais, CE, fibroblastos,
macrofagos, plasmocitos, linfocitos e neutrofilos e estd envolvida em varias patologias do
SNC como isquemia cerebral, trauma cerebral, esclerose miltipla e infec¢do bacteriana (86) .
A MMP-1 degrada a matriz extracelular por clivagem do coldgeno que € o componente mais
abundante da matriz extracelular, resultando na fragilidade da BHE, facilitando a migracao
celular através da matriz. A MMP-1 também pode degradar os principais coldgenos
estruturais da placa aterosclerdtica. Na aterosclerose humana a maioria dos eventos clinicos e
patoldgicos ocorre quando a integridade da placa € interrompida contribuindo para expansao,
ruptura, hemorragia e trombose.

Entre 2014 e 2018 estudos também tem associado variantes na regido promotora do
MMP-1 com risco de doenga vascular e AVC. Dentre elas destacamos o trabalho de Zhang e
colaboradores que relatam o papel fundamental do gene MMP-1 na degradagdo do coldgeno
intersticial tipos I, II e III e das principais estruturas da capa fibrosa que levam a ocorréncia de
AVCi aterosclerético. O aumento de expressao do MMP-1 pode levar a instabilidade da placa
fibrosa, contribuindo para a degradacao intersticial do coldgeno e afinamento da capa fibrosa
acarretando a sua ruptura (87). Qintao e colaboradores sugerem que este processo pode
contribuir para a progressao da doenca arterial coronariana (DAC) e seus estudos revelaram
que variantes localizadas na regido promotora do MMP-I podem favorecer o
desenvolvimento da DAC. Destas variantes Zhang e colaboradores e Huang e colaboradores
estudaram a associagdo da variante rs1799750 e AVCi. Ambos realizaram este estudo na
populacdo geral da China e encontraram associagdo da mesma com AVCi. Chehaibi e
colaboradores também estudaram esta variante na populacdo geral da Tunisia e ndo
encontraram nenhuma associacdo. Estes pesquisadores relatam que mais estudos devem ser
realizados para confirmar estes achados com amostras maiores e diferentes populagcdes
étnicas.

Além da MMP-1, ha evidéncias na literatura de que as metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9 também desempenham um papel central no AVC, no entanto, dados conflitantes t€m
sido relatados. Um efeito patolégico precoce e importante da atividade dessas MMPs apés a
isquemia cerebral € a abertura da BHE pela degradacdo da matriz neurovascular, que promove

a inflamacao neural, o edema vasogénico e a transformacao hemorréagica (TH) (88). Por outro
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lado, dados mais recentes propdem uma acdo benéfica das MMPs. Ao modular a matriz
cerebral, as MMPs podem estar envolvidas nas fases de reparacdo da isquemia cerebral, tanto
na angiogénese quanto na plasticidade cerebral (83,89). Com relacdo a esse efeito destrutivo /
protetor das MMPs ap6s acidente vascular cerebral isquémico, hd uma questao em aberto, se
tal fato depende de um efeito temporal ou de um efeito dependente de MMP (89). A defini¢cdo
do papel exato das MMPs apdés o AVC isquémico terd importantes implicacOes para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visem modular, ao invés de inibir, as MMPs.

A gelatinase A (MMP-2) e a gelatinase B (MMP-9) sdo conhecidas como colagenases
tipo IV. Elas representam um subgrupo de MMPs, e tem como substrato o coldgeno tipo 1V,
fibronectina e gelatina. O aumento da atividade do MMP-2 tem sido identificado logo apds o
inicio da isquemia, no primeiro periodo de abertura da BHE com ruptura, degradacdo das
proteinas da membrana claudina e ocludina e com grande possibilidade de transformacao
hemorragica (TH) (78,70). Em um estudo clinico, Lucivero e colaboradores relataram que
entre os subtipos de AVCi, houve um aumento de MMP-2 plasmética somente no AVCi
lacunar dentro de 24 horas. Segundo ele, esse aumento precoce da MMP-2 esta associado a
um melhor progndstico e recuperacdo. Em contrapartida, alguns autores sugerem que a
diminuicdo do MMP-2 nos estdgios iniciais p6s AVC tem efeito protetor, assim como o seu
aumento na fase mais tardia no nicleo isquémico (81,90-92).

A MMP-9 (gelatinase B) cliva a maioria das proteinas, particularmente o coldgeno
tipo IV e V (93). Entre as MMPs, a MMP-9 é amplamente estudada no AVCi e a sua
atividade € significantemente elevada no tecido cerebral humano pés AVC (92,94-96). Apos
a primeira quebra da BHE mediada pela MMP-2, o segundo periodo de abertura tem sido
correlacionado com o aumento da atividade da MMP-9, associada ao aumento de edema
vasogénico e transformacdo hemorrdgica em humanos e em modelos animais (90, 94, 97). A
digestdo do coldgeno tipo IV facilita o transporte de leucdécitos através do endotélio e estd
envolvida na resposta inflamatéria desencadeada pela isquemia cerebral. Além disso, ao
digerir ocludinas e claudinas, a MMP-9 leva a destruicdo da BHE e hemorragia que ocorre
particularmente apos trombolise (78). O aumento da MMP-9 foi observado mais tardiamente
p6s AVCi e foi relacionado a um AVC mais grave (81). Estudos mostram que o aumento da
MMP-9 horas apés AVCi estd correlacionado com pior progndstico, com aumento da lesdo do
infarto e prévia transformagcdao em AVC hemorrdgico, especialmente em pacientes tratados
com fator ativador de plasminogénio tecidual recombinante (94,98). Portanto, niveis de
MMP-9 ndo detectados em fase precoce indicam a baixa gravidade do AVC e baixa taxa de

transformacao para AVC hemorrégico (91).
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1.4.2 PGF

O fator de crescimento placentario (PGF) faz parte da familia do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que apresenta sete membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e o fator de crescimento placentario (PGF), com trés tipos de
receptores VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3) (99). O PGF se liga somente ao
VEGFR-1 e a forma soldvel do VEGFR-1 (sFLT-1) (100). Em humanos quatro isoformas de
PGF foram identificadas, PGF 1-4, devido ao processamento alternativo do RNAm (39).

ApOs um evento isquémico no cérebro, o desenvolvimento e a perfusdo de vasos
sanguineos colaterais agem como um importante mecanismo de defesa por fornecer uma rota
alternativa de fluxo sanguineo arterial para a regido isquémica. Os fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGF) estimulam a angiogénese e a vasculogénese (38).

O PGF € uma glicoproteina que exerce atividade angiogénica e estd envolvida em: 1.
Ativacdo de mondcitos mediados pelo VEGFR-1; 2. Eventos vaso-oclusivos; 3. Estimulacao
da quimiotaxia em mondcitos; 4. Neuroprotecdo e angiogénese em isquemia cerebral. Na
isquemia cerebral a PGF € super-regulada em neurdnios e células vasculares. Gaal e
colaboradores mostraram que apds a administracdo intravenosa de células tronco
mesenquimais com super expressao de PGF em camundongos com lesdo isquémica induzida
cirurgicamente, observou-se a reducdo do tamanho da lesdo, o aumento da angiogénese e a
atenuacdo da isquemia induzida por déficit funcional; 5. Inducdo da expressdao dos
vasoconstritores endotelina-1 (ET-1) de CE da microvasculatura humana e receptor da
endotelina—B em mondcitos, contribuindo para a inflamacdo e hipertensdo pulmonar em
pacientes com doencga falciforme (101). A ET-1 cerebral e seus receptores parecem exercer
um grande papel fisiopatolégico no AVC por modular funcdes neuronais e regular o
metabolismo e o fluxo sanguineo cerebral.

Os fatores de crescimento da familia VEGF desempenham papéis importantes no
desenvolvimento e fun¢des normais do sistema nervoso central e esta expressdo aumentada
apés a lesdo ativa vdrias vias de sinalizacdo, alterando func¢des de apoptose, inflamacao,
angiogénese, diferenciacdo e proliferagdo celular. Os niveis de PGF sdo elevados em
pacientes com doenca falciforme, os quais estdo correlacionados com eventos de hemdlise
(88,89). Beck e colaboradores realizaram um experimento em camundongos normais e
detectaram niveis de RNAm de PGF, assim como niveis de proteina de PGF em todas as
células do tecido cerebral (104). Quase todas as células identificadas como neurdnios

expressaram PGF, enquanto vasos e astrdcitos ndo expressaram PGF. Ap6s indugdo de AVC,
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os autores verificaram a super-expressdo de PGF em neurdnios isquémicos com pico de
expressao 24 horas ap6s a oclusdo da artéria cerebral média (OACM). O pico de expressao foi
diminuindo, com auséncia apdés 3 dias da oclusdo. O RNAm e a proteina PGF foram
detectados ao redor da drea infartada e em neurdnios e astrocitos. Somente a proteina do PGF
foi detectada na border zone (zona de fronteira). Observou-se também a presenca de
macréfagos no tecido infartado, mostrando a expressdo de PGF entre 3-7 dias apds a OACM.
Desta forma, concluiu-se que o PGF € super-regulado em neurdnios na drea peri-infartada,
indicando que este pode exercer um efeito neuroprotetor € neurotrofico devido a indugdo da

angiogénese (104).

1.4.3 ICAM-1

A molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) é uma glicoproteina de cadeia unica
pertencente a superfamilia das imunoglobulinas. A ICAM-1 € constitutivamente expressa no
endotélio vascular e regulada positivamente em resposta a varios estimulos. Pode ser induzida
por vdrios tipos de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-1
(IL-1B) e Interleucina-4 (IL-4) (105,106).

A ICAM-1 desempenha um importante papel na adesdo de leucécitos as CE. Liga-se
aos receptores de membrana LFA-1 e MAC-1, CD43, molécula soldvel de fibrinogénio, fator
hialurdnico de matriz, rinovirus e eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum na
maldria. As integrinas LFA-1 e MAC-1 sdo as mais estudadas, sendo que o antigeno-1 estd
associado a funcdo linfocitdria-1 (LFA-1, também denominada CD11a/ CDI18, alLB2) e o
MAC-1 aos macréfagos (CD11b, CD18 ou aM2). As integrinas sdo expressas em leucdcitos
e se ligam a diferentes dominios da ICAM-1 (106).

No endotélio a ICAM-1 € fundamental para ativacdo e migragdo de leucdcitos para os
locais de inflamagdo. E liberada pelas células e detectada no plasma como ICAM-1 solivel
(SICAM-1). A ICAM-1 estd aumentada em muitas patologias e a alteracdo de sua expressao
contribui para a manifestacdo clinica de muitas doencas por interferir no sistema imune. Entre
elas estdo as doencas malignas (melanomas e linfomas), doencas inflamatérias (asma e
doencas autoimunes), aterosclerose, isquemia, doencgas neuroldgicas e transplante de 6rgaos
alogénicos) (105).

Entre as doencas neurolégicas a ICAM-1 estd envolvida na fisiopatologia do AVC
(107). A sua expressao estd aumentada durante inflamacao neurovascular, e estd implicada na

transmigragao de leucdcitos através da neurovasculatura (107).
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A inflamacdo pds-isquémica € caracterizada por uma sequéncia de eventos envolvendo
o cérebro, vasos sanguineos, circulacdo sanguinea e as células do sistema imune. Evidéncias
recentes sugerem que as células do sistema imune estdo envolvidas em toda a cascata
isquémica desde a fase aguda da oclusdo pela interrupcao do fluxo sanguineo até processos
parenquimatosos que levam ao dano cerebral e a reparacdo do tecido isquémico (108).

Ap6s lesdo e posterior reperfusdo, a ICAM-1 regula a interagdo entre leucdcitos e
células endoteliais vasculares e facilita a infiltracdo de leucdcitos na drea cerebral danificada.
Como consequéncia ocorre disturbio na microvasculatura, lesdo cerebral com edema e
disfuncdo neurolégica. A ICAM-1 juntamente com outras proteinas atua sinergicamente
agravando o dano cerebral com aumento da resposta inflamatéria e morte celular (108).

Além disso, as células endoteliais ativadas resultam em maior expressdo das
moléculas de adesdo endotelial em neutréfilos, como por exemplo E-selectina, P-selectina e
ICAM-1 (109). Isto indica que a ativacdo endotelial e a invasdo leucocitdria interferem na
fisiopatologia do AVC, e podem ser utilizados no tratamento anti-inflamatério (107). As
células endoteliais ativadas resultam no aumento da expressido das moléculas de adesdo endotelial
para neutréfilos, como por exemplo, E-selectina, P-selectina e ICAM-1 (109).

Mosnier e colaboradores mostraram que uma glicoproteina plasmatica, a APC
(proteina C ativada), devido ao seu efeito anti-inflamatério inibe a expressdao de ICAM-1 nos
vasos cerebrais, e elimina a infiltracio de neutréfilos na isquemia cerebral. Os efeitos
neuroprotetores da APC inibem a apoptose neuronal, reduzem o volume do infarto cerebral,
diminuem a formacdo de edema e melhoram atividade motora. A proteina C ativada pelo
complexo trombina-trombomodulina se liga a um receptor EPCR ou PROCR (Receptor de
proteina C endotelial) (110). Essa ligacaio APC-PROCR exerce agdo citoprotetora e
regenerativa como a neurogénese (111). Em um estudo Shibata e colaboradores realizaram
um experimento para avaliar os efeitos da APC em camundongos com AVC e os niveis de
ICAM-1. Apds administrarem APC em camundongos ap6s oclusdo da artéria cerebral média,
notaram a redu¢do do tamanho da lesdo em 69% e do volume do edema em 61%, houve
aumento da restauracdo do fluxo sanguineo cerebral em relacdo ao controle e eliminagdo de
acumulo de neutréfilos. Também notaram niveis detectaveis reduzidos de ICAM-1 na BHE,
prevenindo assim a adesdo de neutréfilos aos vasos e seu subsequente transporte através da
barreira. Desta forma, os autores concluiram que os efeitos neuroprotetores da APC
observados neste experimento em camundongos com AVCi demonstram a relevancia do

potencial terapéutico da APC em beneficio do tratamento clinico no AVCi (112).
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1.4.4 TNFSF10

O TNFSF10 (Fator de necrose tumoral relacionado ao ligante 10) também
denominado TRAIL é um membro da superfamilia TNF. E uma proteina capaz de mediar os
sinais celulares que sdo responsdveis por ativar caspases e pela morte celular programada em
vdrios tipos de células. A apoptose ocorre em vdrias situacdes, como na organogénese,
hematopoiese, reposicdo fisiolégica de tecidos maduros, atrofia dos Orgdos, resposta
inflamatoria e eliminacdo de células apds dano celular por agentes genotdxicos. Embora tenha
sido de grande interesse estudar suas caracteristicas bioldgicas relacionadas a atividade
anticancerigena, grande atencdo tem sido dada ao envolvimento do TRAIL na homeostase
imunolégica normal e no desenvolvimento/ monitoramento de condi¢gdes patoldgicas, em
virtude do seu envolvimento em diferentes processos do sistema imune inato e adaptativo.

O TRAIL exerce a sua atividade bioldgica através da sua interacdo com cinco
receptores, que podem se ligar com diferentes afinidades sob condic¢des fisiologicas normais.
Destes, somente dois sdo receptores de morte celular (DR4 e DRS, também conhecidos como
TRAIL-R1 e TRAIL-R2 respectivamente); ambos tém a capacidade de induzir morte celular
apoptotica (113).

Estudos anteriores também mostram que o TRAIL tem a capacidade de proteger
contra apoptose e promover a proliferacio de células endoteliais vasculares ativando a Akt
(Proteina quinase) e ERK (quinase regulada por sinal extracelular) (114). Estudos
demonstram que a adi¢do de TRAIL as CE humanas, aumentam a fosforilacio do 6xido
nitrico sintetase endotelial (eNOS), a atividade NOS e a sintese do 6xido nitrico, sugerindo
que o TRAIL possa ter um importante papel na funcido das CE. Além disso, varios estudos
tém demonstrado a possivel atividade anti-inflamatéria e anti-aterogénica in vitro e in vivo do
TRAIL (113,115).

A apoptose mediada por TRAIL tem sido documentada em roedores com isquemia,
sugerindo o papel do mesmo em AVCi (76). A produgdo de TRAIL ndo foi detectada no
cérebro humano normal, porém a expressao de DR4 e DRS5 tem sido detectada em neur6dnios,
principalmente em neuropatias como esclerose multipla, tumores cerebrais primdrios, doenca
de Alzheimer e encefalopatia pelo HIV. (97). Além dos receptores primérios (DR4 e DRS),
dois outros receptores (DcR1 e DcR2) tém sido identificados (115). Eles sdo inativos em
relacdo a atividade apoptética, podem se ligar ao TRAIL, mas ndo induzem apoptose. O
principal interesse das moléculas DcR1 e 2 vem de sua expressdao em certos tumores, onde

eles inibem competitivamente os receptores DR4 e 5 (117). Tisato e colaboradores relatam
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que os membros da familia TNF podem apresentar tanto efeitos neuroprotetores quanto
efeitos neurotéxicos em condi¢des patoldgicas (113). A fun¢do neuroprotetora foi sugerida,
mostrando que o TNEFSF10 promove a sobrevivéncia/ proliferacdo das CE, sugerindo que o
TNFSF10-R exerce um importante papel na fisiologia das CE e na biologia do sistema
vascular. Além disso, o TNFSF10 afeta a sobrevivéncia, migragdo, e proliferacdo das células
musculares lisas vasculares através da ativacdo de vias especificas intracelulares (118). Estes
efeitos pro-proliferativos e pro-sobrevivéncia interferem em processos de diferenciagdo em
varios tipos de células, incluindo células tronco pluripotentes, osteoclastos, células mieldides
e células intestinais (113). Esses efeitos bioldgicos contraditérios (proliferagdo/sobrevivéncia
versus apoptose) parecem depender dos tipos de células envolvidas, e torna uma das
caracteristicas importantes da biologia do TNFSF10. Quanto a fun¢do neurotoxica do
TNFSF10 no SNC, este contribui para a lesdo cerebral em diferentes condi¢gdes patologicas
(119). Durante o AVCi a ativacdo da micréglia € seguida pelo recrutamento de leucécitos
para a drea isquémica, contribuindo assim para a patogénese da lesdo cerebral (120-122).
Neste contexto, o TNFSF10 parece exercer funcao apoptdtica, como evidenciado em modelos
pré-clinicos que destacam o envolvimento do mesmo na apoptose neuronal in vivo apos
isquemia (123,124). A morte celular mediada por receptores TNFSF10 sdo encontrados em
neurOnios e oligodendrécitos € o TNFSF10 solivel medeia a morte neuronal e
oligodendroglial em algumas partes do cérebro humano (119). As células T humanas e
macrofagos regulam positivamente a expressdo de TNFSF10 apds ativacdo e o TNFSF10
induz a morte das células neurais (107). Em termos de perspectivas clinicas futuras, o
TNFSF10 parece ser um alvo terapéutico e potencial biomarcador para distirbios

relacionados ao SNC, como comprometimento neurocognitivo e depressao.
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme é uma doenga hematolégica hereditdria que apresenta um
impacto significativo na morbimortalidade da populacido acometida pela doencga. O alto custo
envolvido no tratamento desta enfermidade também € de grande relevancia. De modo geral,
pacientes com AF apresentam um quadro clinico muito varidvel sendo, o AVCi considerado
um indicador da gravidade de doenca. Cerca de 25% dos pacientes com anemia falciforme
sdo acometidos por algum tipo de comprometimento neurolégico. As complicagcdes
neuroldgicas sdo graves e podem ser fatais em até 15% dos casos.

Estudos anteriores deixam claro que existem componentes genéticos importantes
associados ao desenvolvimento da doenca cerebrovascular em pacientes com AF. Evidéncias
indicam o envolvimento de vérios genes candidatos na predisposi¢ao ao AVCi e alteragdes ou
interacdes génicas podem influenciar o risco de subtipos especificos de AVC. Sendo assim,
este estudo propode investigar a expressdo diferencial de genes em CE provenientes de
pacientes com AF com historia clinica de AVCi versus pacientes com AF sem AVCi
(confirmados por ressonancia magnética).

Desta forma, a andlise de expressdo génica pode ter uma grande contribuicdo para a
identificacdo de genes envolvidos em processos bioldgicos, tragar o perfil de expressdo génica
em uma determinada anomalia, e posteriormente identificar marcadores para o diagndstico
molecular de doengas.

Acredita-se que os resultados obtidos possam auxiliar na compreensio dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de AVCi em pacientes com AF, no diagndstico
preventivo e ainda, contribuir para o desenvolvimento de abordagens tteis para o tratamento

do AVCi1 nestes pacientes.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

- Analisar a expressio de genes associados ao risco de AVCi em células endoteliais

formadoras de coldnias de pacientes portadores de anemia falciforme com AVCi e sem AVCi.

3.2 Especificos

- Isolar e estabelecer cultura de CEFCs em pacientes com AF com e sem AVCi
- Investigar se ha diferenca na expressdo dos genes relacionados a biologia das células
endoteliais entre as amostras de CEFCs.

- Validar os resultados obtidos por meio de qRT-PCR.
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4. CASUISTICA

Este trabalho consiste em um estudo preliminar e exploratério que compreende a
avaliacdo de dois grupos: Grupo com AVCi (n=4) composto por pacientes com anemia
falciforme e diagnéstico de AVCi e grupo sem AVCi (n=6), composto por pacientes com
anemia falciforme sem AVCi. Os pacientes que fizeram parte dos grupos com AVCi e sem
AVCi foram selecionados no periodo de setembro de 2015 a novembro de 2017. Todos os
pacientes participantes sdo provenientes do Centro de Hematologia e Hemoterapia -
HEMOCENTRO de Campinas — Unicamp e apresentavam diagndstico de anemia falciforme
por eletroforese de hemoglobina e cromatografia liquida de alta performance.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com gendétipo SS ndo aparentados (ndo mais
de um paciente por familia) e que ndo estavam fazendo uso de hidroxiuréia, medicamento
utilizado para o tratamento da anemia falciforme e que interfere no crescimento celular.
Alguns pacientes estavam em programa de transfusdo sanguinea regular (aproximadamente a
cada 15 dias), sendo as amostras coletadas antes do recebimento do concentrado de hemacias.
Pacientes do grupo com AVCi deveriam apresentar histdria clinica de AVCi e idade superior
a 18 anos. Dos quatro pacientes com AVCi, um deles teve AVC na infancia, aos 11 anos de
idade e um segundo AVCi aos 41 anos, e apresenta sequela motora e cardiopatia. No grupo
sem AVCi foram incluidos pacientes com idade superior a 20 anos sem histéria de AVCi
confirmado por exame de imagem (ressonancia magnética do cranio) para exclusdo de AVC
silencioso.

Os critérios de exclusdao foram: pacientes que tinham outras hemoglobinas andmalas
(tais como HbC, HbD), outras hemoglobinopatias (como talassemia, dentre outras) e/ ou que
apresentassem outras doengas genéticas que interferissem na estabilidade das células
vermelhas como persisténcia hereditdria da hemoglobina fetal). A tabela 2 mostra os dados

clinicos dos pacientes incluidos nesse estudo.



Tabela 2. Dados clinicos dos pacientes com AF com e sem AVCi.

Caracteristicas Com AVCi Sem AVCi
Numero de pacientes 04 06
Masculino/feminino 01/03 01/05
Idade (anos)(minima —maxima) (DP) 35 (26-44) (= 8.7) 39,5 (29-56) (x11.3)
Idade AVC 28.5(11-41) -
Hemoglobina (g/dl) 9,4 (8.5-11.4) 8,3 (7.4-9.6)

Leucécitos (x10°/L)

Reticulécitos (contagem absoluta)
Plaquetas (x10°/L)

9,61 (5.11-12.64)

9.04 (6.2-14.5)
396 (304-473)

8.24 (6.17-11.11)

11.9 (7.3-18.6)
352 (285-433)
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Necrose asséptica 0 1 (16.6%)
Colecistectomia 2 (50%) 3 (50%)
Doenca renal crénica 1 (25%) 1 (16.6%)
Hepatopatia 0 2 (33.3%)
Osteoporose 4 (100%) 3 (50%)
Hipertensdo pulmonar 0 2 (33.3%)
Retinopatia 1 (25%) 1 (16.6%)
Esplenectomia 0 0

4.1. RESSONANCIA MAGNETICA

Todos os pacientes com AF tanto pacientes com AVCi como pacientes sem AVCi
neurologicamente assintomaticos foram submetidos a RMC sem contraste. Os pacientes com
AVCi, além da confirma¢do de AVCi clinico foram submetidos a este exame para
confirmacdo de AVCi, e nos individuos sem AVCi para a exclusdo de AVC silencioso ou
outras lesdes intracerebrais.

A neuroimagem elucida a topografia, mecanismo subjacente de isquemia cerebral e
extensdo da lesdo isquémica, com base na informacao fisiopatoldgica. Auxilia na selecao de
estratégias terapéuticas, desde fases hiperagrupadas a cronicas do AVCi cerebral (14).

As RMCs foram realizadas no Laboratério de Neuroimagem do Departamento de
Neurologia do Hospital das Clinicas da Unicamp, sob responsabilidade do Dr. Fernando
Cendes. As imagens cerebrais foram adquiridas em equipamento de ressonancia magnética de
3 Tesla (Phillips Achieva, Best Netherlands) .3D T1, 3D T2, recuperacdo de inversao
atenuada de fluido 3D, ponderagdo axial, imagens ponderadas por difusdo axial e angiografia
MR. Todas as aquisi¢cdes 3D foram realizadas nos planos axial, coronal e sagital para revisao
de imagem. As imagens foram analisadas, com atencdo especial para quaisquer

anormalidades relacionadas a isquemia e pequenas alteracdes da substancia branca profunda.
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4.2. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi aprovado em 01/02/2017 pelo Comité de ética em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, segundo o parecer n° 1.903.046, conforme
previsto na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saide (ANEXO 1). Todos os
participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2

e ANEXO 3)
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5. METODOS
5.1 Cultura de células endoteliais formadoras de colonias (CEFCs)

As células mononucleares dos pacientes com e sem AVCi foram isoladas a partir de
amostras de sangue periférico (45 mL), coletadas em tubos contendo o anticoagulante
heparina sédica (BD Vacutainer, San Jose, CA, EUA) e processadas logo apos a coleta que
ocorreu imediatamente antes da transfusdo programada, nos casos que estavam em programa
de transfusao.

As amostras de sangue foram diluidas em solu¢@o salina tamponada fosfatada (PBS,
pH 7,4) na propor¢do 1:1. Em seguida foram submetidas a centrifugacdo em gradiente de
Ficoll- Paque ™ Plus 1.77 (GE Healthacare, Upsala, Suécia) por 30 minutos a 1.500 rpm a
temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo foi coletada a camada de células mononucleares
formada na interface (buffy coat) e transferida para tubo conico (Falcon - 50 mL). Em
seguida, as células foram lavadas primeiramente com PBS e posteriormente com meio EBM-
2 (Endothelial Basal Media) (Lonza, Walkersville, MD, EUA). As células foram entado
ressuspendidas em 1 mL de meio para contagem em Camara de Neubauer. Aproximadamente
1x107/ul de células foram cultivadas em placas de 12 pocos previamente tratadas com
coldgeno tipo I de cauda de rato (50 pug/L) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA). O
meio de cultura EBM-2 utilizado foi suplementado com os fatores do kit EGM ™2 Single
Quots ® (Endothelial Growth Media) (Lonza, Walkersville, MD, EUA) contendo fator de
crescimento de fibroblastos humanos (hFGF-B), VEGF, fator de crescimento epidermal
(hEGF), fator de crescimento de insulina (R3IGF), gentamicina (GA-1000), hidrocortisona,
heparina, 4cido ascérbico. Foi também acrescentado soro fetal bovino (SFB) 10%, penicilina
(100U/mL), estreptomicina (100U/mL) e L-glutamina (Gibco Invitrogen, Grand Island, NY,
EUA) e ainda fungizona (Thermo Fisher Scientific, CA, USA) (Gibco, Life Technologies,
EUA).

As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO, e na primeira semana o meio foi
trocado diariamente para retirar as células ndo aderidas e nas semanas seguintes em dias
alternados. As primeiras colonias de CEFCs surgiram por volta de 9-21 dias de cultura com
morfologia de células endoteliais maduras (morfologia cobblestone). Ao atingirem 90% de
confluéncia foi realizada a primeira passagem, quando as células foram transferidas da placa
de 12 pogos para uma placa de 6 pocos (TPP, Suécia), em seguida para uma placa de 100 mm
(segunda passagem) e, novamente, apOs atingida a confluéncia desejada as células foram

distribuidas em 4-5 placas de 100 mm (terceira passagem) o que ocorreu aproximadamente
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40 dias apds o inicio da cultura. Todas as placas utilizadas foram adquiridas da empresa
Sarstedt (Newton, NC, EUA).

As passagens foram realizadas por meio de tripsiniza¢do, que promove 0 rompimento
dos peptideos que formam a matriz extracelular resultando na desagregacdo das células.
Primeiramente foi aspirado o meio de cultura e em seguida foram realizadas duas lavagens
com PBS. Adicionou-se tripsina/EDTA 0,25% (Gibco Invitrogen, Grand Island, NY, EUA)
seguida de incubagdo por 2 minutos, 37 °C, 5% CO,. A tripsina foi neutralizada com adi¢ao
do meio EBM-2 suplementado e a solucdo com as células submetida a centrifugacdo a 1.500
rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido em meio de cultura e distribuido nas placas
(Figura 4).

Na terceira passagem, ao atingirem 85-90% de confluéncia as células foram
caracterizadas pela identificacdo da morfologia cobblestone e por citometria de fluxo com a
utilizacdo de marcadores endoteliais presentes na superficie celular. Parte das células obtidas
em cultura foram entdo utilizadas para extracdo de RNA, parte para congelamento em
nitrogénio liquido congeladas em solugdo composta por 90% de SFB e 10% de dimetil
sulféoxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, Alemanha), em concentracido de 1x10° células/mL

para preservagao.

Plasma
Sangue

diludo 1500 rom 17 passagem

o ] Camada A
30'TA manonuciear |

ficoll 1.077 Ficoll 1.077

\ 4
\ /
: Hemaclas

v 2% passagem

3* passagem

Figura 4. Representacdo esquemadtica da cultura de CEFCs.
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5.1.1 Caracterizacao das CEFCs

A caracterizacdo das CEFCs foi realizada pela identificagdo da morfologia
cobblestone e citometria de fluxo. As células com a morfologia cobblestone foram submetidas
a citometria de fluxo para deteccdo de marcadores endoteliais presentes na superficie. Os
anticorpos especificos conjugados a fluorocromos utilizados foram: anti-CD31- FITC
Conjugate Human (Life Technologies Corp USA), anti-CD144-PE, 10 Test (Beckmann
Coulter, Inc, France), anti-CD146 (BD Pharmingen, PE Mouse Anti-Human, San Jose, CA,
EUA), anti-VEGF R2/KDR-PE, clone 89106 (R&DSystems, Minneapolis, MN, EUA), anti-
CD34-FITC, clone My10 (BD, San Jose, CA, EUA), anti-CD45- PerCP, clone 2D1 (BD, San
Jose, CA, EUA), anti-CD133-APC, clone AC 133 (Miltenyi Biotech, Aubum, CA, EUA). A
andlise foi realizada no software BD FACS DIVA 7.9 (BD, San Jose, CA, EUA).

Ao final da terceira passagem as c€lulas foram tripsinizadas e o sedimento de células
foi ressuspendido em PBS. Uma suspensdo de 100 pl foi distribuida em quatro tubos para
citometria e em seguida foram adicionados os anticorpos especificos, conforme o painel de

cores descrito abaixo:

Tubo 1: somente células

Tubo 2: CD45-PerCP (5ul), CD133-APC (5ul), CD31- FITC (5ul), CD146- PE
(2ul).

Tubo 3: CD34- FITC (5ul), KDR- PE (5ul).

Tubo 4: CD144- PE (5ul), CD 34- FITC (5ul).

Ap6s 30 minutos de incubagdo a 4°C e protegidas da luz, as amostras foram lavadas
com 500ul de PBS, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos a TA. Ao sedimento foram
adicionados 300 pul de paraformaldeido 1% em PBS e armazenado a 4°C até a leitura.

Para deteccdo da fluorescéncia foi utilizado o citometro de fluxo (FACS Calibur,
Immunofluorometry systems, MontainView, CA, USA). A andlise dos dados foi realizada
no programa FlowJo (TREE STAR, Inc.- USA). As células foram caracterizadas como
CEFCs quando a expressdo dos marcadores CD31, CD146, CD144, VEGFR-2 / KDR foram
positivos, expressao diminuida de CD34 (positivo/ negativo) e negativo para CD45 e CD133.
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5.2. Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA, também ao final da terceira passagem as células foram
tripsinizadas e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de Trizol (Life Technologies, MD, EUA) e

mantidos em freezer -80 °C até a proxima etapa da extra¢do de RNA.

Etapa de extracdo: Apos descongelamento, a solucdo de células mais Trizol foi incubada por
5 minutos a TA (15-30°C), em seguida foram acrescentados 200 pl de cloroférmio/mL de
Trizol e ap6s homogeneizagdo por 15 segundos e incubacdo por 5 minutos a TA a solugdo foi
centrifugada a 13.500 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um
eppendorf e 0 RNA precipitado com 500 pl de isopropanol (CHOHCH3)/mL de Trizol. Apés
agitacdo a solugdo foi incubada por 10 minutos a TA, centrifugada a 13.500 rpm por 10
minutos a 4°C. O pellet foi lavado com alcool 75% (no minimo ImL de dlcool/mL de Trizol)
e submetido a centrifugacio a 11.800 rpm por 5 minutos a 4°C. Ao pellet, depois de seco por
inversdo, foi adicionada dgua tratada com o reagente dietil pirocarbonato (DEPC) para evitar
a degradacdo do RNA.

O volume de 4dgua variou de acordo com o tamanho do pellet: pellet grande - 30ul;
pellet pequeno — 20 pl; pellet muito pequeno 10pl. O tubo foi colocado com a tampa aberta
para evaporar o dlcool residual no banho-seco por 10 minutos a 55°C (para inativagdo de
alguma RNase restante). Passados 10 minutos os tubos foram colocados no gelo,
homogeneizados e apds uma breve centrifugacdo deixada novamente no gelo por mais 30

minutos. Em seguida o RNA foi quantificado e armazenado no freezer -80°C.

5.2.1. Controle de qualidade do RNA

O RNA foi quantificado por meio de leitura da densidade Optica no espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, CA, EUA), em comprimento de onda de 260 nm.

Depois de realizada a transcrigdo reversa e antes da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) Array, todas as amostras foram submetidas a reagdo de qRT- PCR para o controle
endogeno beta-actina (BAC) com o objetivo de avaliar a qualidade das amostras com relagao

a existéncia de contaminagao por DNA (&cido desoxirribonucleico) genomico.
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5.3 Sintese cDNA para PCR Array

Para a sintese de dcido desoxirribonucleico complementar (cDNA) foi utilizado o kit
RT2 First Strand (SABiosciences, MD, EUA). Para cada amostra, 0,5 ug de RNA foi
adicionado a 2 pl de tampao 5x de eliminagao de DNA genomico e dgua livre de RNase para
um volume final de 10 pl. A reacdo foi incubada a 42°C por 10 min, e em seguida colocada
rapidamente no gelo por pelo menos 1 minuto. A mistura de transcri¢cdo reversa foi preparada
com 4 pl de tampao (5x Buffer BC3), 2 ul da mistura da enzima (RE3 Reverse Transcriptase
Mix), 1 pl de controle para primer (Control P2) e 3 ul de 4gua livre de RNase. Esta mistura
foi adicionada aos 10 pl da reagdo para eliminagdo de DNA gendmico e incubado a 42°C por
15 min. Em seguida foi incubado a 95°C por 5 min para bloqueio da reagdo. Apds a
incubagdo, foram adicionados 91 pl de agua livre de RNase e a mistura foi estocada a -20°C
até ser realizado o PCR array. Todo o protocolo foi seguido conforme as instrucdes do
fabricante. O cDNA foi quantificado por meio de leitura da densidade Optica no
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, CA, EUA), em comprimento de onda

de 260 nm.

5.4 PCR Array

Para a realizacdo da RT, PCR Array (Qiagen, Maryland, EUA) foi realizada
previamente a transcricdo reversa para a sintese de cDNA. O RT, Profiler PCR Array
(Qiagen, Maryland, EUA) € uma combinacdo da ténica de reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real (QPCR) e microarranjo que analisam vdrios genes simultaneamente. Para este
estudo foi utilizada a placa de biologia das células endoteliais (Human Endothelial Cell

Biology- PCR Array — Qiagen Maryland, EUA- PAHS-015ZC) representada no quadro 1.
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Quadro 1. Genes representados na placa Human Endothelial Cell Biology PCR Array.
RT? Profiler™ PCR Array Human Endothelial Cell Biology (PAHS -015ZC).

Array Layout

ACE ADAMI17AGT AGTR1 ALOX5 ANGPT1 ANXAS5 BAX BCL2  BCL2A1 BCL2L1 CXCRS5
A0l  A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 Al10 All Al2
CASPICASP3 CASP6 CCL2 CCL5 CDH5 CFLAR COLISAl CPB2 CRADD CSF2  CX3CL1
BO1  BO02 B03 B04 BO5 B06 B0O7 B0O8 B09 B10 Bl11 B12
TYMP EDN1  EDN2 EDNRA FAS FASLG FGF1 FLT1 EN1 ICAM1 IFNB1 1IL11

Cco1  C02 Co3 Co4 CO05 C06 Cco7 C08 C09 C10 Cl1 C12
IL1B IL3 IL6 L7 ITGA5 ITGAV ITGB1 ITGB3 KDR KIT KLK3 MMPI1
D01 D02 D03 D04 D05 D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12
MMP2 MMP9 NOS2 NOS3 NPPB NPRI OCLN PDGFRA PECAMI PF4 PGF PLA2G4C
EO1  EO02 E03 E04 EO5 E06 E07 E08 E09 E10 Ell E12
PLAT PLAU PLG PTGIS RHOB RIPKI SELE  SELL SELPLG SERPINE1SOD1  SPHKI1
FO1  F02 F03 F04 FO05 F06 FO7 FO8 F09 F10 Fl11 F12
TEK TFPI THBD THBS1 TIMP1 TNF TNFAIP3 TNFRSFIOCTNFSF10 VCAM1 VEGFA VWF
GO0l GO02 GO03 G04 G05 G06 GO7 GO8 G09 G10 Gl1 G12
B2M HPRT1 RPLI3A GAPDH ACTB HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

HOI  HO2 HO3 HO4 HO5 HO06 HO7 HO8 HO09 H10 H11 H12

Nesta placa estdo incluidos 84 genes envolvidos em 7 vias que podem estar ou nao
associadas ao AVCi, cinco controles enddgenos, um controle de eliminacio de DNA
gendmico, trés controles de transcricdo reversa, trés controles positivos da PCR. Para a
realizacdo do PCR Array foi utilizado o kit RT> SYBR Green Mastermix do proprio fabricante
da placa de PCR Array (Qiagen, Maryland, EUA). O reagente para
deteccao utilizado foi o SYBR Green, que € um corante composto por uma molécula que emite
fluorescéncia ao intercalar com DNA de dupla fita. Para preparar a mistura da reacdo de qRT
PCR foram utilizados 1350 ul do “2x RT’ SYBR Green Mastermix”, 102 ul da sintese de
cDNA e 1248 ul de 4gua livre de RNase. Foi utilizada a placa de 96 pocos, e em cada poco
foram adicionados 25 pl da mistura (Figura 5).

O equipamento utilizado para detectar a expressdo génica foi o StepOne Plus (Applied
Biosystems, CA, EUA) e as condic¢des dos ciclos foram: um ciclo a 95°C por 10 minutos, 40
ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Cada placa detecta a expressao génica de

uma amostra a ser analisada. As reacdes foram realizadas em duplicata para cada paciente.
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Figura 5. Esquema do método de PCR array (Qiagen).

5.5 Analise dos dados obtidos do PCR Array

A partir dos resultados obtidos da placa de PCR Array em duplicata foram calculadas
as médias das duas placas. Para comparar e expressao de cada gene foi utilizado o programa
RT, Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis. php). O programa avaliou os
dados e a expressao de cada gene foi calculada em relagdo aos controles endogenos - actina
(ACTB), B2 Microglobulina (B2M) e proteina ribossomal PO (RPLPO).

O calculo da expressdo génica foi realizado pela formula 2*(-AACt) que fornece os
valores de fold change, ou seja, quantas vezes um gene de paciente com AVCi € mais ou

menos expresso em comparagao ao grupo sem AVCi.
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5.6 Validacao da PCR Array

Os resultados obtidos no RT, PCR Array foram validados pelo método Quantitative
Real-Time PCR (qRT-PCR). Para tanto, foram selecionados dez genes que se mostraram
diferencialmente expressos no grupo com AVC em relagdo aos sem AVC (cinco super
expressos e cinco sub expressos). Para selecionar os genes duas varidveis foram consideradas,
o valor de fold change (diferenca de expressdo de 2 vezes tanto para expressdo aumentada

como para diminuida) e o valor de p (p valores < 0,05 foram considerados significantes).

5.7 qRT PCR

5.7.1 Sintese de cDNA

As amostras de RNA (lug) foram tratadas com DNAasel (Fermentas —Thermo
Scientific, Carlsbad, CA, USA), por 30 minutos a 37°C para a remocao de DNA contaminante.
A reacdo foi interrompida com a adi¢gdo de EDTA e incubacdo a 65°C por 10 minutos. Em
seguida foram adicionados oligo dT (liga-se a cauda poli-A do RNA mensageiro) e incubados
por 5 minutos a 65°C. Foram entdo adicionados os reagentes: dNTPs (necessdrios para a
formacdo da fita a ser sintetizada) e a transcriptase reversa (responsavel pela sintese da cadeia
de cDNA) e a reacdo foi incubada por 60 minutos a 42°C. Uma nova incubacao foi realizada

por 5 minutos a 70 °C para inativacdo da enzima transcriptase reversa.

5.7.2 Desenho dos primers

Para a realizacdo do método qRT-PCR foram desenhados primers para amplificacao
dos genes selecionados através do banco de dados National Center for Biotechnology

Information (www.ncbi.nml.nih.gov). Os primers foram desenhados por meio do programa

Primer Express (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) gerando produtos de
amplificacdo entre 60 e 150 pb na temperatura de anelamento de 60°C. Em seguida as
sequéncias foram submetidas aos programas Blast (www.ncbi.nlm.gov/blast) para a
confirmacdo da homologia do gene. A formacdo de estruturas como hairpins e dimers foi
avaliada pelo programa Gene Runner v.3.1 (http://generunner.net). Os primers utilizados

estdo listados na tabela 3.


http://www.ncbi.nml.nih.gov/
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para validagdo da PCR Array.

Gene Sequéncia dos primers Tamanho do [1
fragmento(pb)  primer
CCL-2 F:5-GCTCAGCCAGATGCAATCAAT-3’ 110 300nM
R: 5’-CACTTGCTGCTGGTGATTCTTC-3’
FLT-1  F:5-GAAAACGCATAATCTGGGACAG-3’ 150 300nM
R: 5’-CTATGATTGTATTGGTTTGTCGATG-3’
ICAM-1 F:5-GGAAATACTGAAACTTGCTGCCTA-3’ 81 150nM
R: 5-ACACATGTCTATGGAGGGCCAC-3’
IL-6 F: 5°-CCAGGAGCCCAGCTATGAAC-3’ 64 70nM
R: 5’-CCCAGGGAGAAGGCAACTG-3’
KDR F: 5>-TGAAAGAAGGAGCAACACACAG-3’ 147 150nM
R: 5’- AGAATTCCACAATCACCATGAGT-3’
MMP-1  F:5-CAAGCCATATATGGACGTTCC-3’ 143 300nM
R: 5’-CGCATGTAGAATCTGTCTTTAAAGA-3’
PGF F: 5>-GAGGTGGAGCACATGTTCAGC-3’ 126 70nM
R: 5’-GATCTTTAGGAGCTGCATGGTG-3’
PROCR F:5-GAAAACACGAAAGGGAGCCA-3’ 94 70nM
R: 5’-CTACAGCCACACCAGCAATGAT-3’
SELPLG F:5-GCTGGTGCCATGCCTCTG-3’ 102 150nM
R: 5’-GGCTTTCTCGGCTTCATCTG-3’
TNFSFI10 F:5-TGAAGCAGATGCAGGACAAGTAC-3’ 147 300nM
R: 5-TCTTTCTAACGAGCTGACGGAG-3’
BAC F: 5>-TGACCCAGATCATGTTTGAGACC-3’ 81 150nM
R: 5>-CAGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’
GAPDH F:5-AAGATCATCAGCAATGCCTCCT-3’ 96 150nM
R: 5-GGTCATGAGTCCTTCCACGATAC-3’

F: Forward, R: Reverse, [ |: concentracdo

5.7.3 Padronizaciao

As concentragdes ideais dos primers foram definidas a partir de reacdes contendo cada
um dos primers selecionados nas concentragdes finais de 70 nM, 150 nM e 300 nM. A
concentracdo ideal foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor valor de Ct (cycle
threshold), ou seja, a concentragdo em que o gene foi amplificado mais precocemente. As
reacdes de qPCR foram feitas em triplicata e o sistema de deteccdo utilizado foi o kit SYBR™
Green PCR Master Mix® (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) que contém
todos os reagentes necessarios para a PCR. A deteccdo da amplificagdo também foi realizada
no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystem, CA, EUA). A concentragdo ideal de cada
primer consta na tabela 3.

Para haver eficiéncia na reacdo, os resultados da qRT PCR devem ser confidveis e
reprodutiveis. A eficiéncia foi analisada a partir de uma reagdo utilizando-se a concentragcdo

de primers selecionada e diluicdes seriadas de uma amostra, obtendo-se uma curva cujo valor
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da inclinacdo (slope) € aplicado a férmula [10 (-1/slope) -1] x 100 = 100%, resultando no
valor percentual de eficiéncia de reagdo. Foram aceitas como Otimas as curvas que
apresentaram valores entre 99 e 100%, correlacdo acima de 0,98 e cut-off de 35,0. Um
exemplo pode ser visualizado na Figura 6.

A expressao dos genes foi determinada de forma relativa utilizando-se a férmula 2°(-
AACt), sendo os valores de expressdo normalizados em relacdo a média dos controles

endogenos BAC e GAPDH.

A Grafico de amplificagdo B Curva de melting

afn

Ciclos Temperatura (°C)

C Curva padrio

Targe B Shopa; 3323 Yister 32,56 j: 0.99) [y 660 954

Figura 6. Padroniza¢do dos primers que amplificam o gene MMP-1. A figura mostra a curva de
diluicdo em seis concentragdes de cDNA (6,32 ng, 20,0 ng, 63,26 ng, 120,0 ng, 200,0 ng e
632,6 ng) (A) e a curva de melting dos primers (79,6°C) (B), indicando a especificidade da
amplificacdo e a curva de eficiéncia > 99% (C).

5.7.4 Reacao de qRT-PCR

Para todas as amostras foram realizadas reagdes com 12 pl de volume final; sendo 6,0
pl do reagente SYBR Green PCR Master Mix 1x, 3,0 pl da mistura de amostra de cDNA (10
ng/ul de concentragdo final) e 3,0 pul do mistura do primer. Foi feito controle negativo para
cada primer analisado, ou seja, os 3,0 pl da mistura de amostra de cDNA foram substituidos
por 3,0 ul de dgua estéril a fim de avaliar eventual contaminagdo dos primers. O programa foi
iniciado a 95°C/10 minutos, seguido de 40 ciclos: 95°C/15 s e 60°C/1 min. Posteriormente,
adicionou-se um passo de 20 min, no qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°C para

95°C.
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5.7.5 Analise estatistica

Todas as andlises das reacdoes de qRT-PCR foram realizadas a partir da quantificacdao
relativa baseada na formula de ACt. A expressdo génica foi quantificada usando o programa
geNorm, e os niveis de RNAm de cada gene foram normalizados em rela¢do aos controles
endogenos (BAC e GAPDH). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os
grificos e os calculos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism 4 (GraphPad

Software, Inc.). Foram considerados estatisticamente significantes valores de p< 0,05.

5.8 Sequenciamento do gene MMP-1

5.8.1 Obtencao das amostras de sangue e extracio de DNA

Foram obtidos de 4 a 8 ml de sangue periférico de todos os pacientes, em frasco estéril
contendo EDTA 10% como anticoagulante. As amostras de DNA foram extraidas com a
utilizacdo do QIAamp DNA Blood kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA), segundo as instrucdes do

fabricante.

5.8.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido promotora do gene MMP-1 foi amplificada através da reagdo em cadeia da
polimerase. Para todas as reagdes, a PCR foi preparada com 40-100 ng de DNA gen6mico, 25
pmoles dos primers direto e reverso, 75 pmoles de desoxinucleotideos (dNTP), tampdo
enzima 1x (Tampao 10X: Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCl 500 mM), 0,1 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen TM Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e agua ultrapura para
completar o volume de 25 pl.

As amostras foram amplificadas em aparelhos termocicladores Veriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA). As condi¢des de
amplificagdo foram: desnaturag@o inicial a 95°C por 1 minuto; 35 ciclos a 94°C por 1 minuto;
anelamento dos iniciadores em temperaturas especificas para cada regido por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, finalizando com extensdo a 72 °C por 7 minutos.

Os primers foram desenhados de acordo com sequéncias de referéncia das regides de

interesse depositadas no banco de dados Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html),

utilizando-se o programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi).



http://www.ensembl.org/index.html
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Os oligonucleotideos obtidos foram confirmados pelos programas PCR in silico do UCSC

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin‘hgPcr) e Primer Blast NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) As sequéncias dos primers utilizados estao

listados na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias dos primers utilizados para sequenciamento da regido
promotora do gene MMP-1.

Gene Sequéncias dos primers Tamanhos dos
fragmentos (pb)
MMP-1- F: 5’-AGTCACGCTCAGTCTCTTTCCAG-3’ 856
Fragmento 1 R: 5’- GAGACACACTCTGCCATGTAAACA -3’
MMP-1- F: 5’-TAGCACTTTATGACCATCAGAACC-3’ 711
Fragmento 2 R: 5’- TTCACTCTCACCTCCAACTGGA -3’
MMP-1- F: 5’- CTCATGCCCCACTCTCCTTC -3’ 611

rs1799750 R:5’-TGGTCACATGCTGCTTTCCT -3°
pb: pares de bases

5.8.3 Sequenciamento da regiao promotora do gene MMP-1

Considerando que o gene MMP-1 apresentou expressdao aumentada em relagdo aos
demais genes estudados, analisou-se se tal aumento estava associado a alguma variante
localizada na regido promotora do gene. Para tanto realizamos o sequenciamento desta regiao
pelo método de Sanger. Foram analisadas as mesmas amostras submetidas a avaliagdo pelo
PCR Array, além de 9 amostras de pacientes com AVCi e 19 de pacientes sem AVCi. No
total, foram avaliadas por sequenciamento 13 amostras de pacientes SS com AVCi e 25
amostras de individuos SS sem AVCi. As amostras adicionais testadas também foram obtidas
a partir do grupo de pacientes com anemia falciforme atendidos no Hemocentro da
UNICAMP.

Dentre as variantes analisadas quatro ja foram associadas a doenca vascular ou ao
AVC, sendo elas: rs498186, rs475007, rs514921 e rs494379) (126,127). A variante
rs1799750 foi incluida posteriormente e apenas foi analisada nas quatro amostras de pacientes
com AVCi e seis pacientes sem AVCi da casuistica.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas com os mesmos primers utilizados na
reacdo de PCR. Os reagentes utilizados para a reagdo de sequenciamento foram o produto da
PCR purificado (40ng); "Big Dye" 2x (ABI PRISM Big Dye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); tampao "Save Money" 1x

(fornecido pelo mesmo fabricante do Big Dye), primer direto ou reverso (5 pmol) e dgua


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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ultrapura para completar o volume da reacdo final para 20 pl. As condi¢des da reacdo de
sequenciamento foram: desnaturagdo inicial a 96°C por 1 minuto e 30 segundos, seguida por
30 ciclos de 96°C por 12 segundos, 50°C por 6 segundos e 60°C por 4 minutos.

Para a purificacdo as amostras foram precipitadas com 80ul de etanol 80% e
centrifugadas a 4.000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado, seguido da adicao
de 150ul de etanol 70%. Foi realizada nova centrifugacido a 4.000 rpm por 10 minutos. Para
finalizar o sobrenadante foi descartado e as amostras foram para secagem por 3 minutos a
64°C. O produto da reacdo de sequenciamento foi ressuspendido em 10ul de formamida
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo agitado e posteriormente desnaturado a
94°C por 5 minutos. As leituras das sequéncias de bases nitrogenadas dos fragmentos foram
realizadas em sequenciador automatico ABI PRISM 3700 DNA Analyzers (Applied
Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA).

As sequéncias obtidas foram analizadas e comparadas com as sequéncias de
referéncia com auxilio dos programas Chromas Lite®v 2.5.1 (Technelysium Pty Ltd.
<http://www.technelysium.com.br/chromas_lite.html>) e CLC Sequence Viewer v 6.5.1 (CLC
bio A/ S. <https://clcbio.com/download>).

5.9 qRT-PCR do gene MMP-1 em amostras de leucécitos

Foi realizada a andlise por qRT- PCR da expressdao de MMP-1 em leucdcitos de
sangue periférico de pacientes incluidos na casuistica para verificar se a expressdo aumentada
do gene MMP-1 identificada nas amostras de CEFC dos pacientes com AVCi também
ocorreria nos leucdcitos desses pacientes. Inicialmente foram testados apenas 4 pacientes SS
da casuistica, trés com AVCi e um sem AVCi. O protocolo para obtencdo de cDNA, primers

utilizados, assim como a realizacdo de PCR Array seguiu o protocolo ja descrito acima.

5.10 Western Blot para deteccao da proteina MMP-1

A fim de detectar a proteina MMP-1 e verificar a expressdo da mesma, realizamos a
andlise por Western blot. Primeiramente realizamos a extragdo de proteinas e em seguida a

quantificacgao.
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5.10.1 Extracao de proteinas

Amostras de pellet de CEFCs de cada paciente foram lavadas 2x com PBS por
centrifugacdo por 5 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
armazenadas a -20°C até o momento da extracdo. Para o procedimento de extragdo as
amostras foram colocadas em banho de gelo para descongelamento gradativo. Ao pellet
descongelado foi adicionado 1 mL de tampao RIPA (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM,
SDS 0,1%, NP-40 1% e desoxicolato de sédio 0,5%) e em seguida acrescentados os
inibidores de proteases (10 pul/mL de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100mM, 10 mM
de ortovanadato de sodio (NazVO4) 100 mM, 1 pl /ml de leupeptina 1mg/ml e 1ul/ml de
pepstatina 1mg/ml). As amostras permaneceram no gelo por 40 minutos e em seguida foram
submetidas a centrifugacdo a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante (proteina) foi

coletado e o pellet desprezado.

5.10.2 Quantificacao das proteinas- método Bradford

Curva padrdo: foram preparados 200ul de BSA (Albumina de soro bovino)
(Img/mL) e a partir desta solucdo foram realizadas dilui¢Oes seriadas conforme mostra a

tabela 5.

Tabela S — Diluicao do BSA para produzir uma curva padrao.

Poco H,O BSA
A 220 pl 20 pl
B 230 pl 10 pl
C 232 ul 8 ul
D 234 ul 6 ul
E 236 ul 4 ul
F 238 ul 2ul
G 239 ul 1ul
H 240 pl 0

Na placa de 96 pogos a solug@o acima foi adicionada a diluicdo de BSA nas fileiras
1 e 2 para constru¢do da curva padrdo. Em seguida, nas fileiras 3 e 4 foram adicionados 60 ul
da solu¢do de Bradford (Kit Bio- Rad Protein Assay (Sigma Aldrich, CA, USA), 239 ul de
dgua ultrapura, e lul de cada amostra. A mistura foi homogeneizada cuidadosamente e
medida colorimetricamente no leitor de ELISA a 595 nm (Multisscan MS, Labsystems,

EUA), utilizando-se o programa Softmax pro.
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5.10.3 Western Blot

Quantidades proteicas iguais a 50ug de cada paciente foram adicionadas a 20ul de
solucdo de Liming 1x (1 ml Liming 5x + 100 ul mercaptoetanol) e aplicadas em géis de
poliacrilamida SDS- PAGE 10%, por meio do qual as proteinas migram permitindo a
separacdo de forma homogénea. A seguir foi aplicado também um marcador de peso
molecular Spectra ™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, Flérida,
Rockford, EUA) para estimar o peso molecular da proteina nas amostras. Foi acrescentado
um tampao de corrida do gel na cuba para permitir a migracdo das proteinas em dire¢do ao
polo positivo sob um campo elétrico. A seguir foi realizada uma incubac¢io a uma amperagem
de 60, 80 e 100 volts por 120 minutos para garantir a separagdo das bandas. Decorrido este
tempo foi realizada a transferéncia eletroforética das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose a 100 volts por 90 minutos em gelo. Para verificar se houve a transferéncia das
proteinas de todas as amostras para a membrana foi adicionado o corante Ponceau S (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA). Em seguida foram realizadas vdrias lavagens com
tampao TBST a 10 mmol/L (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, SDS 0,1%, NP-40 1% e
desoxicolato de s6dio 0,5%) ara retirar todo o corante. Foi adicionada a solucdo de bloqueio
5% (5% leite + 20 ml TBST), seguida de homogeneizacao por 1 hora sob agitag@o.

A fim de visualizar a proteina de interesse MMP-1, foi utilizado um anticorpo
especifico que reage com um epitopo da proteina, formando um complexo anticorpo-
antigeno. Esse anticorpo € denominado primdrio e utilizou-se o anti- MMP-1 mouse
monoclonal (clone 3A9.3; ab38923 Abcam, Cambridge, UK) na dilui¢ao 1:5.000, seguido de
incubacao “overnight” a 4°C. No dia seguinte, apés 3 lavagens com TBST para garantir a
retirada de anticorpos inespecificos, foi adicionado o anticorpo secundério anti-mouse [Goat
Anti- Mouse Igg, HRP conjugate (KPL-074-1806) - Santa Cruz Biotechnology, California,
EUA] na diluicdo 1:5.000 e procedeu-se com a incubagdo a temperatura ambiente por uma
hora.

As imunoreatividades foram visualizadas pelo ECL Chemiluminescent Western

Blotting Analysis System (Thermo Fisher, Rockford, IL, EUA).

Controle enddgeno: Foi utilizado como controle endégeno o anti GAPDH- mouse C65, (SC
32233, Santa Cruz Biotechnology, California, US) na dilui¢do 1:5.000. As membranas foram
incubadas novamente “overnight” a 4°C e a seguir foram realizadas 3 lavagens com TBST

com solucdo de leite 2,5%. Foi adicionado anticorpo secunddrio anti-mouse (Goat Anti-
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Mouse Igg, HRP conjugate (KPL-074-1806) - Santa Cruz Biotechnology, California, EUA)
na dilui¢do 1:5.000 e incubado a temperatura ambiente por uma hora.

A seguir as membranas foram submetidas a incubacio a temperatura ambiente por uma hora e
em seguida foram realizadas 3 lavagens com TBST. A imunoreatividade foi realizada com
revelador ECL Chemiluminescent Western Blotting Analysis System (Thermo Fisher,
Rockford, IL, EUA) em camara escura, sendo a membrana incubada por 2 minutos e em
seguida ocorreu a visualiza¢do das bandas da proteina especifica. Para detec¢do da proteina de
interesse utilizou-se o sistema Amersham ECL Western Blotting Systems (GE Healthcare,

Pierce, Rockford, USA), segundo o protocolo do fabricante.

5.10.4 Analise estatistica

Para a anélise da densitometria das bandas foi utilizado o programa UN- SCAN-IT.
Para comparacdo da expressdo da proteina MMP-1 entre os grupos com AVCi e sem AVCi
foi utilizado o teste de Mann- Whitney e o valor de p. O célculo da média+DP e construgao
dos gréficos foi utilizado o programa Graph Pad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA)
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6.0 RESULTADOS
6.1 Resultados da caracterizacio das CEFCs por citometria de fluxo

Neste estudo, propomos investigar a expressdo diferencial de genes relacionados a
biologia das CE por PCR Array. A cultura de CEFCs foi realizada em 4 pacientes com AVCi
e 6 individuos sem AVCi com anemia falciforme. Para este experimento houve sucesso em
todas as culturas dos pacientes. As primeiras colonias surgiram em torno de 9 a 21 dias. O
tempo médio de expansdo das CEFCs para caracterizacao foi de aproximadamente 33 dias (23
a 45 dias) com morfologia cobblestone e 85-90% de confluéncia. Foram consideradas CEFCs
as células positivas para os marcadores endoteliais: CD31, CD144, CD146 e VEGFR-2/KDR,
negativas para CD 45 (marcador de leucécitos) e CD133 (marcador de células progenitora

endotelial) e positivo/ negativo para CD34 (65) (Figura 7).
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Figura 7.. Caracterizacio de CEFC por citometria de fluxo. O primeiro quadro mostra
delimitacdo da populacdo de CEFCs a ser analisada para constru¢do do histograma.
Nos quadros seguintes as CEFCs expressam os marcadores de células endotelias:
CD31, CD144, CD146 e KDR positivos e CD45, CD133 negativos e CD34 positivo/
negativo. Os histogramas sao baseados em cultura de CEFCs de um individuo
controle em 35 dias de cultura, sendo representativo para os 4 pacientes com

AVCie para os 6 individuos sem AVCi.

6.2. Resultados do PCR Array

63

Dos 84 genes analisados, 29 apresentaram diferenga de expressao no grupo com AVCi

em relacdo ao grupo sem AVCi: Desses, 11 genes foram mais expressos (Tabela 6) e 18 genes
foram menos expressos (Tabela 7). Destacamos que entre os mais expressos foram
considerados estatisticamente significantes (p<0.05) os genes FLT-1, PGF, MMP-1 e PROCR

observando que a via angiogénica tem participa¢cdo importante dentre os pacientes com AVCi
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e interessantemente uma expressao consideravelmente aumentada do MMP-1. Entre os genes
menos expressos foram detectados o ICAM-1, SELPLG, KDR e TNFSF1, destacando as vias
de angiogénese e adesdo celular. Todas as andlises foram realizadas em duplicata para cada

paciente.

Tabela 6: Genes relacionados a biologia das CE mais expressos em pacientes com AF e

AVCi em relagdo ao grupo sem AVCi.

Gene Fold change p-valor Via envolvida
PF4 5.02 0.0680 Angiogénese
KIT 3.72 0.8006 Angiogénese

FLT-1 3.49 0.0218* Angiogénese
PGF 2.93 0.0150* Angiogénese
PLAU 2.52 0.8081 Angiogénese
THBD 2.08 0.1683 Ativacdo de plaquetas
MMP-1 204.64 0.0004** Angiogénese/Coagulacio
PLAT 3.85 0.3670 Coagulacio
PROCR 1.64 0.0479* Coagulacao
IL-6 3.05 0.4405 Resposta inflamatéria
ILIB 2.20 0.2231 Resposta inflamatdria

p valor: *p<0.05 e **p<0.01. Em negrito encontram-se os genes significativamente mais
expressos no grupo com AVCi em relacio ao grupo sem AVCi.

Tabela 7. Genes relacionados a biologia das CE menos expressos em pacientes com AF

e AVCi em relacdo sem AVCi.

Gene Fold change p-valor Via envolvida
SELE -6.79 0.2093 Adesao celular
ICAM-1 -2.83 0.0531 Adesao celular
SELPLG -2.29 0.0090%** Adesao celular
SELL -2.27 0.2139 Adesao celular
CCL-2 -4.01 0.0799 Angiogénese
MMP-9 -2.67 0.1141 Angiogénese
CCL-5 -2.64 0.3832 Angiogénese
TYMP -2.50 0.0860 Angiogénese
KDR -1.62 0.0360* Angiogénese
IL-7 -42.71 0.2101 Apoptose
TNFSF10 -13.34 0.0253* Apoptose
TNF -5.00 0.3930 Apoptose
OCLN -2.16 0.2451 Apoptose
EDNRA -2.12 0.2611 Apoptose
TFPI -2.33 0.1797 Coagulagio
APOE -3.06 0.2442 Resposta inflamatdria
CX3CLI -5.36 0.1323 Vasoconstri¢do e vasodilatacio
ACE -3.41 0.1797 Vasoconstricdo e vasodilatacio

p valor:*p<0.05 e **p<0.01. Em negrito encontram-se os genes significativamente menos

expressos no grupo com AVC em relagdo ao grupo sem AVC.
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6.3. Resultados da validacao por qRT-PCR

Baseado nos resultados de PCR Array, foram selecionados 5 genes mais expressos
(FLT-1, PGF, MMP-1, PROCR e IL-6) e 5 menos expressos (ICAM-1, SELPLG, CCL-2, KDR
e TNFSF10) para validacdo por qRT-PCR. O gene ICAM-1 foi incluido na validacdo por
apresentar valor de p proximo de 0,05. Além disso, exerce importante papel no AVCi e estd
relacionado a inflamacao neurovascular participando de uma complexa via de sinalizacdo e
adesdo celular. Para validacdo a expressdo dos genes de interesse foi determinada de forma
relativa e os valores de expressdo foram normalizados em relacdo aos controles endégenos
BAC e GAPDH.

Todos os resultados obtidos por gRT-PCR foram compativeis aos obtidos
anteriormente por PCR Array, com excecdo do SELPLG, que apresentou resultados opostos
na validacio por qRT-PCR e PCR Array. Dentre estes genes foram considerados
estatisticamente significativos aqueles que apresentaram p valor <0,05 tanto no PCR Array
como na validagdo por qRT-PCR. Dentre os genes mais expressos destacam-se os genes PGF
e MMP-1 (Tabela 8), e dentre os menos expressos, 0 ICAM-1 e o TNFSFI10 (Tabela 9). Os
graficos elaborados mostram os resultados obtidos a partir da validagdo, durante a qual
comparamos a expressdo génica do grupo falciforme com AVCi em relagdo ao grupo sem
AVCi. O programa utilizado foi o GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc.) (Figuras 6 e
7).

Tabela 8. Validacdo dos resultados dos genes mais expressos obtidos a partir do PCR Array
em pacientes com AF e AVCi.

PCR Array gRT PCR-Validagao
Gene Fold change p-valor Fold change p-valor
FLT-1 3.49 0.021821* 2.60 0.1714
PGF 2.93 0.015078* 3.68 0.0095%*
MMP-1 204.64 0.000428** 21.66 0.0095**
PROCR 1.64 0.047928* 2.04 0.4762
IL-6 3.05 0.440533 1.74 1.0000

p valor:*p<0.05 e **p<0.01. Em negrito estdo destacados os genes mais expressos com p- valor
significativo no PCR Array e qRT PCR.
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Tabela 9. Validacdo dos resultados dos genes menos expressos obtidos a partir do PCR Array
em pacientes com AF e AVCi.

PCR Array gRT PCR-Validagao
Gene Fold change p-valor Fold change p-valor
ICAM-1 -2.83 0.053111 -6.45 0.0381*
SELPLG -2.29 0.009066** 1.28 0.9143
CCL-2 -4.01 0.079924 -2.18 0.1143
KDR -1.62 0.036005* -3.03 0.4762
TNFSF10 -13.34 0.025398* -4.64 0.0381*

p valor:*p<0.05 e **p<0.01. Em negrito estdo destacados 0s genes menos expressos com p- valor
significativo no PCR Array e qRT PCR
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Figura 8. Representacdo grafica dos genes mais expressos no grupo com AVCi em relagdo ao grupo
sem AVCi- FLT-1, PGF, MMP-1, PROCR e IL-6.
*#p<0.01.
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Figura 9. Representacgio grafica dos genes menos expressos no grupo com AVCi em relagdo ao grupo
sem AVCi- ICAM-1, SELPLG, CCL-2, KDR e TNFSFI0.
*p <0.05 e **p<0.01.

6.4. Resultados do sequenciamento da regiao promotora do gene MMP-1

A pesquisa das variantes na regido promotora do gene MMP-1 foi avaliada por meio
de sequenciamento de Sanger de 13 pacientes com AVCi e 25 sem AVCi para as variantes
rs498186, rs475007, rs514921 e rs494379 e para a andlise da variante rs1799750 foram
incluidos 4 pacientes com AVCi e 6 individuos sem AVCi com anemia falciforme (*) (Tabela
10). Esta andlise foi realizada para verificar se algumas dessas variantes estavam associadas a
suscetibilidade ao AVC.

Calculou- se as frequéncias alélicas de cada variante e p-valor. Os dados nao
apresentaram resultados estatisticamente significativos. Com os dados das frequéncias alélicas
foi verificado se estas variantes estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg e constatou-se que

das variantes analisadas, somente duas ndo estavam em equilibrio, rs514921 e rs 1799750.
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Tabela 10. Frequéncia alélica e p-valor das variantes estudadas na regido promotora do gene

MMP-1.
(1 - Freq alélica | Freq. Alélica

Variante Ereq' Alelica greq'z}l‘?hca Com AVCi | Sem AVCi p-valor

op européia | Pop africana | 4 =05 (Fisher)
rs498186 | A:52% A:76% A:65.38% A:82% 0.1545
A—C C:48% C:24% C:34.62% C:18%
rs475007 | A;56% A;47% A;38.46% A;52% 0.3350
A—T T:44% T:53% T:61.54% T:48%
rs514921 | A;70% A;85% A;88.46% A;82% 0.5295
A—G G:30% G:15% G:11.54% G:18%
rs494379 | A:68% A:79% A:53.85% A:68% 0.3163
A—G G:32% G:21% G:46.15% G:32%
rs1799750 | C;50% C;48% C:100% (*) | C:100% (*) 1.0
C/- -:50% -:52%

* Para a andlise desta variante a casuistica foi composta por 4 pacientes com AVCi e 6 individuos
sem AVCi com anemia falciforme.

6.5 Resultados do qRT-PCR da MMP-1 em amostras de leucdcitos

A expressdo do gene MMP-1 foi investigada em leucdcitos de sangue periférico de 3
pacientes com AVCi que apresentaram expressdao aumentada em amostras de CEFCs e um
paciente sem AVCi. Para esta analise foi adicionado também um controle negativo para
garantir que ndo houve amplificacdo do primer ou contaminacdo e normalizados com o
controle end6geno BAC.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou expressdo do gene MMP-I em

leucdcitos (Figura 10), ja que este gene € pouco expresso nestas células.
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Figura 10: Representacdo da auséncia de expressdo do gene MMP-I em leucécitos dos pacientes
portadores de anemia falciforme com e sem AVCi.

6.6 Western Blot - MMP-1

A técnica de Western Blot foi realizada para confirmar a expressdo da proteina MMP-
1 em amostras de CEFCs dos pacientes estudados. Dos quatro pacientes com AVCi, a
expressao da proteina MMP-1 em CEFCs foi confirmada somente em 3 pacientes. Embora a
expressao da MMP-1 tenha sido confirmada entre os pacientes com AVCi no PCR Array, nao
foi possivel detectar a expressdo em um paciente com AVCi devido ao ndo restabelecimento
da cultura, ndo havendo proliferagdo das CEFCs. No entanto em 2 dos 6 pacientes sem AVCi
analisados, a protefna MMP-1 foi detectada. Os resultados de PCR Array e qRT PCR também
indicaram a expressao dessa proteina nestes dois pacientes. Nos outros 4 pacientes sem AVCi
ndo houve expressao por PCR Array nem por Western Blot.

Os resultados de expressdo proteica corroboraram com a expressao génica do MMP-1
em ambas os métodos. Notamos a presenca de duas bandas para MMP-1 conforme descritas
na literatura (128). A banda superior é a forma latente, pr6- MMP-1 com peso molecular de
62 KDa e a banda inferior o MMP-1 na forma ativa com 54 KDa. Para a anélise quantitativa,
foi realizada somente a quantificacdo da banda da forma ativa MMP-1.

A técnica de Western Blot foi repetida em mais de uma anélise para todos os pacientes

e os resultados foram confirmados.
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Figura 11: Representacao do Western Blot - A: Deteccio da Pr6- MMP-1 — forma latente (62 KDa),
B: Deteccio da MMP-1-forma ativa (54KDa), C: Deteccdo do controle enddgeno
GAPDH, D- Andlise da expressdo da proteina MMP-1 nos pacientes com AVCi e sem
AVCi em relagdo ao controle endégeno GAPDH. E: Andlise da expressdo da proteina
MMP-1 nos pacientes com AVCi comparados com os individuos sem AVCi em relagdo
ao controle endégeno GAPDH. Média + DP com AVCi: 1.129+0.9986; Média + DP sem

AVCi: 0.3519+0.4895.

6.7 Analise densitométrica das bandas da proteina MMP-1

Para a densitometria das bandas da membrana de Western blot foi utilizado o

programa UN- SCAN-IT e foi quantificada a proteina MMP-1 de cada paciente e também do

controle endégeno. Foi realizada uma comparacdo da intensidade da banda no grupo com

AVCi e sem AVCi (figura 11) com dados normalizados com o controle endégeno GAPDH

utilizando o programa Graph Pad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)

através do teste estatistico de Mann- Whitney U para o cdlculo p- valor (p- valor = 0.2619,

média+DP e construcdo dos gréficos.
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7. DISCUSSAO

A doenca falciforme apresenta uma grande variabilidade fenotipica que se manifesta
nas vdrias complicagdes apresentadas pelos pacientes. Algumas dessas variabilidades tém
sido associadas a modificadores genéticos conhecidos ou suspeitos (129).

No presente estudo investigamos, por meio de PCR Array, a expressao diferencial de
genes em vias que podem estar associadas ao risco ou a protecdo ao AVCi em amostras de
RNAs extraidos de CEFCs de pacientes com AF com histdria clinica de AVCi e sem AVCi.

Em resposta a estimulos como trauma ou hipoxia tecidual, CEPs sdao mobilizadas da
medula dssea para o sangue periférico e consequentemente podem participar da regeneracao e
reparagdo das células endoteliais e dos processos de neovasculariza¢do tecidual. Em um
contexto experimental e em humanos estudos demonstraram que a neovascularizacdo esta
presente no cérebro de adultos apds isquemia e que as CEPs participam da neovascularizacao
cerebral em cérebro de camundongos adultos pds-isquemia. Observaram também que apds
um alto incremento de CEPs circulantes durante a primeira semana apds o AVCi, obteve- se
melhores resultados na recuperacdo. Estes resultados sugerem que as CEPs podem mediar
processos de neuroreparacdo apds isquemia cerebral, e que a suplementacdo exdgena de CEPs
em pacientes com AVC podem constituir uma nova e promissora estratégia terapéutica (130).

Entre os genes investigados, foram identificados 29 genes diferencialmente expressos.
Cinco genes mais expressos (FLT-1, PGF, MMP-1, PROCR e IL-6) e cinco menos expressos
(ICAM-1, SELPLG, CCL-2, KDR e TNFSF10) foram selecionados para validacdo por qRT-
PCR. Apenas o gene SELPLG apresentou resultados conflitantes entre as técnicas utilizadas
PCR-array (Fold Change igual a - 2,29 e p-valor 0.009066) e qRT-PCR (Fold Change igual a
1,28 e p-valor 0.9143). Uma das explicagdes possiveis para tal resultado pode estar
relacionada a utilizagdo de primers diferentes, uma vez que ndo temos as sequéncias
utilizadas pelo fabricante do ensaio de PCR Array. Outra possivel explicagdo ¢ que no método
de PCR array, é utilizado o mesmo protocolo para os 84 genes diferentes e,
consequentemente, este pode nao ser ideal para todos os genes. A utilizagdo de outra técnica,
como Western blot, poderia contribuir para esclarecer este resultado, porém esta andlise ndo
foi realizada para este gene neste estudo.

Dentre os 29 genes diferencialmente expressos, 11 foram mais expressos, dos quais a
maioria sdo associados, principalmente, as vias de angiogénese (55%), resposta inflamatéria

(18%) e coagulacdo (18%). Menor expressao foi observada em 18 genes, sendo a maioria
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associados principalmente as vias de angiogénese (28%), apoptose (28%) e adesdo celular
(22%).

A angiogénese € um processo complexo e finamente regulado, desencadeado pela
hipdxia, e consiste no surgimento de novos vasos sanguineos a partir de estruturas vasculares
pré-existentes. Estudos em animais e humanos demonstraram que a angiogénese pode
desempenhar um papel importante no AVC isquémico agudo, melhorando a recuperacdo do
tecido cerebral e o resultado funcional (131,132).

A angiogénese € um processo de progressdo por etapas as quais incluem aumento na
permeabilidade vascular, degradacdo da matriz circundante, proliferacio e migracdo de
células endoteliais e, finalmente, estabilizacdo da angiogénese (133). Consequentemente,
muitos genes estdo envolvidos nesse fendmeno. Estudos anteriores mostraram que algumas
moléculas angiogénicas estavam aumentadas apds a isquemia cerebral, incluindo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores, angiopoietinas e seus receptores e
outros peptideos com propriedades angiogénicas (62,104,134,135). Portanto muitas outras
moléculas, no entanto, podem influenciar esses fatores angiogénicos.

Dentre os genes mais expressos em pacientes falciformes com AVCi em comparagdo
aos pacientes falciformes sem AVCi (MMP-1, PF4, KIT, FLT-1, PGF, PLAU), associados a
via angiogénica, destaca-se o gene MMP-I que apresentou um aumento significativo de
expressdo génica tanto por meio da técnica de PCR Array (Fold Change igual a 204.64 e p
valor igual a 0.000428) como na validacdo por qRT PCR (Fold Change igual a 21,66 ¢ p-
valor 0,0095). Ja se sabe que no AVC agudo, a primeira proteina MMP ativada durante a
hipéxia € a MMP-2, seguida pela ativacdo da MMP-9 pela MMP-3 e pelos radicais livres
gerados logo apds a oclusao do vaso.

As MMPs ativas degradam a lamina basal e as tight junctions das células endoteliais,
afetando diretamente a integridade da BHE e levando a edema vasogénico, hemorragia,
infiltracdo de leucdcitos e reagcdes inflamatdrias progressivas (22,23). Zhang e colaboradores
mostraram uma associa¢do entre o nivel sérico aumentado de MMP-1 em pacientes com
diabetes com infarto cerebral agudo, indicando seu importante papel no desenvolvimento de
infarto cerebral em pacientes diabéticos (136). Ainda, Wu e colaboradores mostraram o
envolvimento da proteina MMP-1 na fisiopatologia da aterosclerose (137).

Embora as MMPs produzam efeitos danosos durante a fase isquémica, elas sao
benéficas durante a fase de recuperacdo, que inclui a angiogénese e o restabelecimento do
fluxo sanguineo cerebral (22,24). Apds o acidente vascular cerebral, o tecido isquémico

penumbral libera fatores angiogénicos que induzem a proliferacdo e migracdo de CEs para
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formar novos vasos sanguineos. A angiogénese requer a degradacdo da membrana basal
vascular e a remodelacdo da MEC, a fim de permitir que os CEs migrem e invadam o tecido
circundante, sendo, portanto, crucial a agdo das MMPs nesse processo (138).

Nao hé na literatura, at¢é o momento, estudos que indiquem o significado clinico da
MMP-1 no AVCi em pacientes com AF. Alguns estudos tém investigado a associacdo da
presenca de algumas variantes na regido promotora do gene MMP-1 com fator de risco para
AVCi e doenga vascular na populagdo, incluindo as variantes rs475007, rs498186, rs514921.
15494379 e rs1799750, porém com resultados ainda controversos (139).

Para investigar se tais variantes poderiam estar associadas ao alto nivel de expressao
deste gene, detectado em alguns pacientes incluidos na casuistica desse estudo, foi realizado
sequenciamento da regido promotora das amostras de DNA de todos os pacientes. Os
resultados obtidos ndo foram estatisticamente significantes indicando que ndo existe
associacdo dessas variantes com aumento da expressdao do gene MMP-1, nesses casos.

Interessantemente, a andlise de expressio do gene MMP-I de cada paciente com
AVCi por gRT- PCR detectou maior expressdao deste gene em pacientes falciformes com
AVCi em relacdo ao grupo sem AVCi (p=0,0095). Para confirmar esta expressao diferenciada
realizou-se Western Blot somente da proteina MMP-1 em todos os pacientes. Os resultados
também mostraram maior expressao da proteina MMP-1, porém ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p=0.2619) entre os grupos com AVC e sem AVC. Notou-se um
aumento da expressdo da proteina em dois pacientes sem AVCi, que ja havia sido observada
no teste de validacdo por gRT-PCR. Buscando informagdes clinicas dos pacientes observou-se
que somente esses dois pacientes sem AVCi apresentavam hepatopatia.

As MMPs, juntamente com inibidores teciduais de MMPs, t€ém sido implicadas na
patogénese de doencas do figado. Embora, 0 mecanismo de acio preciso das MMPs em varios
distirbios relacionados ao figado seja desconhecido, dados de diversos modelos
experimentais indicam que essas proteinases influenciam as atividades celulares, incluindo
proliferacdo e sobrevivéncia, angiogénese, expressao génica, bem como multiplos aspectos da
inflamacao (140).

Nossos resultados indicam que o gene MMP-1 pode estar contribuindo para o processo
de angiogé€nese em resposta a diferentes mecanismos de hip6xia presentes nos pacientes que
apresentaram maior expressao deste gene, na tentativa de revascularizar a regido nao
perfundida. Embora a casuistica seja pequena € possivel sugerir que a regulagcdo positiva do
MMP-1 pode ser um biomarcador para esse processo. Ainda, o MMP-1 parece ser marcador

de progndéstico no AVCi e merece ser melhor estudado.
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Além disso, nossos dados mostraram uma super expressao do gene PGF em pacientes
com acidente vascular cerebral, quando comparado com pacientes sem acidente vascular
cerebral, tanto na técnica de PCR Array (Fold Change igual a 2,93 e p valor igual a 0,0150)
como na validacdo por qRT PCR (Fold Change igual a 3,68 e p-valor 0,0095).

Na isquemia cerebral, o gene PGF € super regulado em vasos e em torno da drea
infartada e neur6nios (29). Foi hipotetizado que a proteina PGF contribui para a angiogénese
em condi¢des patoldgicas (29). PGF e VEGFs desempenham papéis importantes no
desenvolvimento das func¢des normais do SNC e a expressdo aumentada apds lesdo ativa
varias vias de sinalizacdo, alterando funcdes de apoptose, inflamacdo, angiogénese,
diferenciagdo e proliferacdo celular (102,103). Como as MMPs estdo claramente implicadas
na angiogénese, nossos dados podem indicar uma possivel associacdo entre PGF e MMP-1
contribuindo com a angiogénese nos pacientes com anemia falciforme e AVC. No entanto,
outros fatores angiogénicos associados ao MMP-I podem estar atuando nos pacientes sem
AVC, uma vez que eles ndo apresentaram expressdo aumentada do gene PGF, sendo
necessdrio mais estudo para confirmar essa hipétese.

Dentre os genes pouco expressos em pacientes falciformes com AVCi em comparacio
aos pacientes falciformes sem AVCi, importantemente destacamos o ICAM-1, molécula de
adesdo celular. Os resultados mostraram a expressao génica diminuida por meio da técnica de
PCR Array (Fold Change igual a -2,83 e p valor igual a 0.053) e na validacao por qRT PCR
(Fold Change igual a -6,45 e p-valor 0,0381). Diversos estudos t€ém demonstrado que a
ICAM-1 esta envolvida na fisiopatologia do AVC e a sua expressdo estd aumentada durante
inflamacdo neurovascular (141). No entanto, esses pacientes com AVCi e AF realizam terapia
transfusional sanguinea regular e talvez esta esteja causando a expressdo diminuida de /ICAM-
1. Nossos resultados estdo em concordancia com estudos de Hyacinth e colaboradores que
investigaram o efeito das transfusdes de hemdcias nas concentracdes séricas de biomarcadores
de ativacao endotelial, coagulacdo e neuro-isquemia em criangas com anemia falciforme, e a
relacdo desses biomarcadores com a sobrevida livre de acidente vascular cerebral (142). O
estudo mostrou que as concentragdes séricas de sVCAM-1, catepsina-D, PDGF-AA,
RANTES (CCL5) e sSICAM-1 foram menores entre os individuos que receberam transfusoes
de hemadcias, em comparacdo com aqueles que receberam tratamento padrdo. Esses dados
indicaram que as transfusdes tém efeito antiinflamatoério e reduzem a isquemia cerebral, a
ativacdo endotelial e o potencial para trombose. No entanto, a mieloperoxidase sérica (MPO,
marcador de inflamag@o mediada por neutréfilos) foi maior entre os individuos transfundidos.

Uma vez que outros marcadores de inflamacdo / ativacao endotelial, SICAM-1, sVCAM-1 e
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RANTES foram menores no grupo transfundido, € possivel que a transfusdo de hemadcias
tenha menos efeito sobre a ativagdo neutrofilica em comparacdo com outras células
inflamatérias e/ou endoteliais. Além disso, um estudo recente mostrou que produtos
sanguineos (concentrados e plasma fresco congelado) acentuam a expressdo de marcadores
inflamatoérios e a transmigracdo de neutréfilos através de monocamadas endoteliais, o que foi
associado ao contetido de dcidos graxos do hemoderivado (142).

Um outro gene pertencente a via de apoptose, o TNFSF10, apresentou expressao
diminuida no grupo com AVCi em relagdo ao grupo sem AVCi, (PCR Array - Fold Change
igual a -13,34 e p valor igual a 0,025; qRT PCR - Fold Change igual a -4,64 e p-valor
0,0381). O AVCi resulta em uma cascata de eventos envolvendo morte neuronal, alteracao da
substancia branca e inflamagao local (110). Durante o AVCi a ativagdo da micréglia € seguida
pelo recrutamento de leucdcitos para o local da lesdo, contribuindo para o aumento da lesao
tecidual (112-114). Neste contexto o TNFSF10 parece desempenhar um papel na indugdo da
apoptose destacando o seu envolvimento na apoptose pos isquemia (115-116).

Evidéncias sugerem que o tecido cerebral € suscetivel a apoptose induzida por
TNFSF10 e sugere a hipotese de um duplo papel potencial deste gene no SNC, por um lado
levando a ativagdo de vias apoptéticas provocando dano celular e progressao da doenga e por
outro lado exercendo um efeito protetor (115,143). Os efeitos bioldgicos contrastantes
(proliferacao/ sobrevivéncia versus apoptose) parece depender do tipo de célula envolvida, do
local da acdo do TNFSF10 e dos processos inflamatdrios envolvidos. Hipoteses consideram
que os padrdes de expressdao do TNFSF10 diferem também em relagdo a qual receptor ocorre
a ligacdo. Quando ligado a receptores DR4 e DR5 o TNFSF 10 exerce fun¢do apoptética e por
outro lado ao se ligar a receptores chamariz (DcR), este exerce efeito neuroprotetor, o que
poderia estar ocorrendo nos pacientes sem AVCi estudados (71,72).

Esse estudo utilizando uma nova abordagem de andlise de expressdo de genes de vias
que podem estar associadas ao AVC apresenta resultados ainda nao relatados na literatura e
pode abrir novas perspectivas para o esclarecimento da fisiopatologia do AVC na anemia

falciforme e contribuir para o estudo de novas terapias para esta doenca.
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8. CONCLUSOES

A andlise comparativa da expressdo de genes associados ao risco de AVCi em CEFC
de pacientes portadores de anemia falciforme com AVCi e sem AVCi identificou 29 genes
diferencialmente expressos.

Dentre os genes mais expressos destacaram-se os genes (PF4, KIT, FLT-1, PGF,
PLAU, THBD, MMP-1, PLAT, PROCR, IL-6 e ILIB) e foram validados pela técnica de qRT
PCR os genes PGF e MMP-1.

Dentre os genes menos expressos destacaram-se os genes (SELE, ICAM-1, SELPLG,
SELL, CCL-2, MMP-9, CCL-5, TYMP, KDR, IL-7, TNFSF10, TNF, OCLN, EDNRA, TFPI,
APOE, CX3CLI e ACE) e foram validados pela técnica de qRT PCR os genes ( ICAM-1 e
TNFSF10) Os estudos de validacao confirmaram os resultados obtidos com excecao do gene
SELPLG, que apresentou resultados conflitantes entre as técnicas.

Dentre os genes diferencialmente expressos, destaca-se o gene super expresso MMP-1

que parece estar associado ao processo de angiogénese nos pacientes com AVCi estudados.
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ANEXO 1 -Parecer do Comité de Etica da Plataforma Brasil

o UNICAMP - FACULDADE DE
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cepumucame  UNIVERSIDADE DE CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE CELULAS ENDOTELIAIS EM PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME E ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

Pesquisador: Mirta Tomie o

Area Temitica: Genédbica Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genétics Humana que n#o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 57824116.7.0000.5404

Instituigio Proponente: Cenltro de Biclogia Molecular & Engenhara Gandlica
Patrocinador Principal: Capes Coordenago Aper! Pessoal Nwvel Superior

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.803.046

Apresentacio do Projeto:

“Embora a anemia falcforme (AF) resulte da homozigosidade de uma dnica mutaclo na pasico 6 do locus
@a -globina. o quadro dinico desta doanga & muito hetarogéneo, de modo que diferenies pacientes podam
apresantar evolugdes clinicas significativamente distintas. Praticamente lodos os 6rgaos podem ser
atetados, merecendo destaque o Sistema Nervoso Central (SNC), onde s80 observados acidentes
isquémicos fransitorios, infarios & hemorragia cerebral, o8 quais acometem aproximacd e 25% dos
paciantes com AF. As complicagbes neurologicas 580 graves, podando ser falais em até 15% dos casos
Genes candidatos & suscetibllidade 80 Acidente Vascular Carebral (AVC) incluem aquedes imphcados am
adesho colular, metabolismo da homocisteina, regulaco da transcricdo neuronal, inflimaco & estresse
oxidalive. Esludos de express8o gnica 18m permitido avangos imporfantes na compreensido da
fisopatologia de varias doengas. Diferentes perfis da expressdio pedem permitic & identificasdo de genes
envalvidos, assim coma, facilitar 0 sstudo de como tals genes interagem entre | em redes. Sando assm,
este projelo propde invasligar, por meio da técnica SYBR Green Real-Time PCR, 3 expreasdo de genes
previamenta associados ao risco de acidente vascular carabral em pacientes com AF com hisioria dinica de
AVC, am um grupo cam AF sem AVC e ainda em um grupo controle sem AF. Os resultados oblidos
cantribuirio para
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idenliicar vias indas ao o vimanto d plicacao neurclogica am pacientes com AF,
maih a compreansio da fisiopatologia do AVC, assim como formecer dados para identificagiio de
possivels marcadores Dioldgicos que poderfio ser uliizados em dagnostico preventivo e que ainda poderio
contribuir para o desenvolvimendo da abordagens lels para o lratamanto do AVC nestes pacientes”

Objetivo da Pesquisa:

Analisar, por meio da técnics SYBR Green Real- Time PCR a expressao dos genes ass0ciados 80 fisco
para 0 Acidente Vascular Cerebeal am pacientes com anemia falciforma

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos: Foram ientificados riscos associndos & confidencialidade (sigilo da identidade do participante). Os
pesquisadores informam no TCLE o compromisso de preservar a dentidade dos participantes.

Ha ricos e/ou desconforios associados & colheits de sangue periférico, como dor efou possibiidade da
aquimoses no local da coleta do sangue (punclio venosa). Ha desconfarlos associados so exame de
ressondncia magnéfica como ruido tipico emitido pela aparelho, disponibilidade de lempo do paricipanta
para raalzar 0 exame & & duragdo co axame.

Nao ha beneficios dretos aos particpantes

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trala-se de uma pesquisa apresentada como irabalho de mestrado da pés-graduanda Mirta Tomie lto
(pesquisadora responsdvel), com orientacio da Profa, Dra. Ménica Barbosa de Melo. Nesta pesquisa,
pretende-se analisar, por meio da técreca SYBR Graen Real-Tima PCR a expressic de ¢ iados
80 risco para o acdente vasculsr cerebral em pacientes com anemia falciforme

Para |ss0, prelande-se inchuir 34 parficipanles, 08 quais constiluirdo dois grupos axperimentais: 1, Grupo
casos com AVC e anermis faiciforme (n=13) & 2. Grupo controle (n=21) paricipantes com anemia falclorme
a sem AVC Todos os participantas serfio provanianies do Centro de H. lologia @ H terapia-
HEMOCENTRO de Campinas-Unicamp.

Os particpantes serao submelidos 4 colhelta de sangue periférico (até 80mi) por meio de pungiio venesa no
brago a sera solicitado axame de ressondncia magnética de criinio dos participantes do grupa controle com
anemia falciforme, para exclusao de AVC silencioso.
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Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Foram apresentados.

1. Folha de rosio assinada pela pesquisadora responsavel, Mirta Tomie [io & por Edi Licla Sanoralo dicatora
do CBMEG-Unicamp. insttuigae indicada como proponents

2. Termos da consentimento Livre Esclaracido. um lerma geral para todos os participantas & um termo
especifico para o procedimento de ressondncia magnética

3, Navo formulario da Plataforma Brasil com as nformacdes basicas sobre o projeto;

4. Projato completo reformulado;

5. Arquiva pdl com Anexo || do Termo de Outorga FAPESP;

6. Regulsmento de Biorrepositno.

7. Carla resposia a0 CEP com esciarecimentos sobré as questdes levantadas na parecer consubsianciado
1.650 687 de 27 de julho de 2016,

B, Carts da anuéncia assinada pelo Dr Femando Cendes, concordando com 8 realizagso da pesquisa,

Recomendagdes:

1. No caso da versdo final impressa do TCLE ter duas ou mais folhas, o participante ou o representante
legal pelo paricipante, bam come, o pesquisador responsavel deverdo rubricar 1odas as folhas desse
documento, apondo suas assinaturas na Oltima pagina do referide termo (Carla Circular no
003/2011/CONEP/CNS)

2. TCLE deve ser elaborado am duas vias. sendo uma relida pelo sujeilo da pesquisa ou por seu
represanlania legal ¢ uma arquivada pelo pesquisador.

3. Observar que 0 Inicio do estudo somenlte poderd ser raalizade apos aprovac3o pelo CEP, cenforme
compromisso do pesquisador com a resoluclio 466/12 CNSIMS.

4. Ao pesquisador cabe desenvolver o projeio contorme dalineado, elaborar e apresantar os relaldrios
parciais & final, bem como encaminhar os resullados pars publicacdo. com os devidos créditos aos
pesquisadores associados & ao p al lécnico participanta do projeto (resoluglo 466/12)

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As questbes levantadas no paracer consubstanciado 1.650.687 de 27 de juiho dé 2016 foram esclarecidas.

Néo mstam pendéncias ou madequacdes
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Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pasquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre @ Esclaracido, aa imegra,
por ela assinado (quando aphicavel).

- O sujelto da pesquisa tem & liberdade de recusarse a participar ou da retirar seu consantimanto am
qualquer fase da pesquiss, sem penakizacho alguma e sem prejuizo a0 seu cuidado (quanda aplicavel).

- O pesquisador dave desenvolver n pesquas conforme delineada no protocolo apravado. Se o pesquisador
considerar & descontinuacio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o sprovou, O pesquisador deva Aguardar o parecer do CEP
quanto & descontinuacao, exceto quando percebar risco ou dano ndo previsto ac sujeito participants ou
quando constalar & supenondade de uma astratégla diagndstics ou terapéutica oferscida a um dos grupcs
da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediala com intuito da proteger os
participanias.

- O CEP deve ser informado de todos 03 efeltos adversos ou talos mlevantes que allerem o curso normal do
estudo, E papel do pesquisador assegurar medidas imedistas adequadas frante a evento advérso grave
ocorrido {mesma que lenha sido em outro centro) e enviar notifica¢io ac CEP & & Agéncia Nacicnal de
Vigiiancia Sanitadna - ANVISA — junto com seu posicianamento.

- Eveniuais modificagdes ou emendas ao protocolo & sar ap ladas ao CEP de forma clara e
sucinta, dentibcando & parte do protocolo & ser modificada e suas justificativas @ aguardando a aprovagio
do CEP para contiruidade da pesquisa. Em caso de prajetos do Grupo | ou Il ag Mados e a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envidas também a mesma, junto com o parecer aprovaldria

do CEP, para serem junladss ao protocolo imcial.

- Ralatdrios parciais e final devem ser apresentados a0 CEP, inicialmente seis meses apos a dats deste
parecer de aprovaclo & 30 tarmino do astudo

-Lembramos que segundo a Resclucio 466/2012 , itemn X1.2 latra &, "cabe no pesquisador apresentar dados
sclictados pelo CEP ou peta CONEP a qualquer momento”.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipa Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Bascas PB_!NFORMAOOES_B.@DCAS_DO_P 270012017 Aceio
do Projeto ROJETO 756087.pdf 1 10
Qutros CARTA_RENATA.paf 2710172017 | Mirta Tomie ito Acello

10:19:05
Qutros Questionanoressonancia.pdt 260172017 [Mirta Tomie to Aceito
22:&:2‘
Qutres Carta_de_intormacao.pdf 26/01/2017 [Mirta Tomie o Acesto
22:44:07
TCLE / Termoe de | TCLEressonancia.pdf 26/01/2017 |Mirta Tomie o Aceiio
Assentimento / 22:40:08
Justificativa de
| Ausancia
TCLE / Temos de | TCLE Exprassso.pdf 26/01/2017 |Mirta Torms Ito Aceito
Assentimento / 223937
Justificativa da
| Auséncia
Falha de Roslo Folha_rosto_3.pdf 17/01/2017 | Mirta Tomie 1o ACEIto
21:1430
Declaragao de Bioreposiorio_2017,pdf 08/01/2017 | Mwrta Tomie Ito Aceito
Manuseio Material 13:23:05
Bioldgico /
Borapositdnia /
Biocbanco
Projeto Detalhado / | Projeto_expressao_piataforma.pd! 04/01/2017 | Mirta Tomie Ito Aceito
Brochwra 21:04:48
Qutros Carta_anuencia.padl 04/01/2017 [Mirta Tomie Ito Acaito
94,14
Situacdo do Parecer:
Aprovadao
Necessita Apreclagio da CONEP:
N&o
CAMPINAS, 01 de Fevereiro de 2017
N - .
u‘ Lt '-&J - '& ,lfQ.'.L"-AQu_M
= Assihado por:_|
Renata Maria dos Santos Celaghini
(Coordenador)
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ur: & Municipio:  CAMPINAS

Tolefenw:  [19)3521-A036 Faxr (19138217187
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ANEXO 2- Termo de Consentimento livre e esclarecido

a,
“aY
LaNSCARe UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR E ENGENHARIA GENETICA CBMEG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARTICIPANTES CASOS E CONTROLES

Titulo do projeto: Avaliacdo de expressdo génica de células endoteliais em pacientes com
anemia falciforme e Acidente Vascular Cerebral

Pesquisadora principal: Mirta Tomie It6- F: (19) 981421908

Numero do CAAE: 57824116.7.0000.5404

OBJETIVO DA PESQUISA:
Vocé estd sendo convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo individuos:
() Com doenga falciforme () Sem Acidente Vascular Cerebral (AVC)

() Com Acidente Vascular Cerebral (AVC)

Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus
direitos como participante e € elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra
com o pesquisador.

Por favor, leia com aten¢do e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé poderd esclarecé-las com a pesquisadora.
Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas
antes de decidir participar. Se voc€ ndo quiser participar ou retirar sua autorizacdo, a qualquer

momento, ndo havera nenhum tipo de penaliza¢do ou prejuizo.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:
O objetivo do estudo € identificar alteracdes genéticas que levam ao risco de AVC na doenca
falciforme. Isso poderd melhorar o entendimento da doenca, levando a novas abordagens no

tratamento e diagndstico (se a alteracdo for encontrada).
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PROCEDIMENTOS:

Caso concorde em participar desse estudo, a pesquisadora fard perguntas a respeito dos seus
antecedentes médicos e familiais (rdpida entrevista, cerca de 5 minutos). Uma amostra de
sangue venoso serd colhida (10 a 60 mL, o equivalente a duas colheres de sopa). Além do
que, seus prontudrios serdao analisados para aquisi¢do de dados demograficos, tais como
cidade de origem, data de nascimento; além de exames que comprovem a inclusdo do
individuo na pesquisa, como eletroforese de hemoglobina; e exames que possam exclui-lo da

pesquisa, como exame que comprove doenca maligna.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 a 60 mL de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da
coleta do sangue. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do braco que serd realizada por profissional treinado e habilitado para
realizar esse procedimento. Esse sangue para a pesquisa serd coletado durante a coleta do
hemograma, que faz parte dos cuidados médicos de rotina para um (a) paciente com doenca
falciforme, e também em doadores de sangue sem doenga falciforme durante os
procedimentos para coleta de exames para triagem. Em caso de dano decorrente da pesquisa,
estd garantida a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for

necessario. Vocé também tem direito a indenizagdo em caso de danos.

SIGILO:

Vocé deve entender que toda informacdo médica que consta em seu prontudrio médico serd
submetida aos regulamentos do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica,
excetuando-se os resultados dos testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, que
ndo irdo para o prontudrio. Se os resultados ou informacdes fornecidas resultarem em

publicacgdo cientifica, nenhum nome seré utilizado.

RESSARCIMENTO:
Os procedimentos serdo realizados durante as consultas de rotina ao Hospital das Clinicas da
Unicamp. Vocé€ nao receberd qualquer valor em dinheiro. Logo, como ndo ha gastos, ndo

havera ressarcimento.
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BENEFICIOS:

Vocé nao obterd nenhum beneficio direto com a colaboragdo nesse estudo, seu tratamento
provavelmente ndo serd modificado. Contudo, os resultados desse estudo podem, em longo
prazo, oferecer beneficios para individuos com doenca falciforme, possibilitando melhor
diagndstico e tratamento adequado. Se vocé desejar obter orientacdo genética junto ao seu

resultado (quando solicitado), ela serd oferecida pela equipe de pesquisa.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Se assim desejar, vocé pode requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A mestranda Mirta Tomie It6 (tel: 019 981421908; Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética — CBMEG/UNICAMP, Av. Candido Rondon - Cidade Universitaria,
Campinas - SP, CEP: 13083-875) estard disponivel (9h — 17h) para responder as questdes e
preocupacdes. Em caso de recurso, dividas ou reclamacdes sobre os aspectos éticos vocé
pode contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa, tel. (19) 3521-8936 (8:30h-
11:30h, 13h-17h), Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 — Cidade Universitaria Zeferino Vaz.
CEP 130783-887 — Campinas, SP. Uma vez que o Comité de Etica e Pesquisa é o érgio que

visa assegurar os direitos do sujeito de pesquisa, salvaguardando sua integridade.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:
A participacdo € voluntdria, voc€ pode se recusar a participar ou retirar seu consentimento e
interromper a participacao no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de
sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebe atualmente ou receberd no futuro no
HC-UNICAMP. A mestranda Mirta Tomie It6 pode interromper sua participacao nesse estudo a
qualquer momento que julgar apropriado, como quando houver fatores de exclusdo que sejam
descobertos durante a pesquisa, por exemplo, através da anélise dos prontudrios.

Voce leu e compreendeu esse termo de consentimento e estd de pleno acordo em participar
desse estudo. Logo, informa que:

( ) Autorizo o armazenamento do material biolégico e devo ser consultado para
reconsentimento em caso de uso de sua amostra em outras pesquisas, sendo que o tempo de
armazenamento é de 5 anos, podendo ser prorrogado por mais 5 anos.

( ) NAO autorizo o armazenamento do material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado

apos o encerramento de sua participagdo nessa pesquisa.
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RESULTADOS DOS EXAMES GENETICOS REALIZADOS
() Desejo ser informado (a) sobre o resultado de seus exames.

( YNAO desejo ser informado (a) sobre o resultado de seus exames.

DISPONIBILIZACAO PUBLICA DOS DADOS GENOMICOS

Com o avanco das pesquisas na drea gendmica, € hoje de grande importancia compartilhar em bancos
de dados ptblicos os resultados de alguns testes moleculares. No compartilhamento dos dados
gendmicos é sempre assegurado que nao haverd qualquer referéncia aos identificadores das amostras,
(exemplo de identificadores: nome, filiacdo, endereco, nimero de registro hospitalar), mas poderdo ser
incluidas informacdes relevantes para a interpretacdo dos dados gendmicos no contexto das pesquisas,
tais como: sexo, idade, pais e regido de procedéncia, diagndstico e outras informacgdes clinicas
pertinentes.

() Autorizo que os resultados dos testes gendmicos realizados no &mbito deste projeto de pesquisa
sejam disponibilizados em bancos de dados publicos que poderdo ser consultados por pesquisadores
da drea médica, desde que esses dados nao sejam vinculados com identificadores da amostra.

( ) NAO autorizo a disponibilizacio dos resultados dos testes genéticos realizados neste projeto de

pesquisa.

Nome do (a) participante ou responsavel

Assinatura do (a) participante ou responsavel Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou

conforme o consentimento dado pelo participante.

Assinatura da pesquisadora (Mirta Tomie It6) Data
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ANEXO 3- Termo de Consentimento livre e esclarecido- Ressonancia magnética
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Andlise de expressdo génica de células endoteliais em pacientes com anemia
falciforme e Acidente Vascular Cerebral

Pesquisadora principal: Mirta Tomie It6 F: (19) 981421908

Numero do CAAE: 57824116.7.0000.5404

Objetivos da pesquisa:

Este projeto tem por objetivo o estudo dos genes associados ao Acidente Vascular
Cerebral (AVC) em individuos com anemia falciforme. Vocé estd sendo convidado para
participar deste estudo envolvendo individuos com:

() Com doenca falciforme ( ) Sem Acidente Vascular Cerebral

Procedimentos:

Caso concorde em participar deste estudo a pesquisadora ird explicar sobre o
procedimento do exame de Ressondncia Magnética. Também fard investigacdo sobre o uso de
implantes metalicos, anamnese e histdria clinica e orientagdes pré e pos-exame.

Vocé estard sendo submetido a um campo magnético, onde ondas de radio-
frequéncias sdo enviadas aos tecidos no interior do corpo e 0s “ecos” retornantes sdo entao
transformados em imagens das estruturas internas do corpo através de procedimento
computadorizado. O protocolo adotado nesta pesquisa ndo inclui uso de contraste e a duragdo

média do exame € de 30 minutos.

Riscos e desconfortos:

A ressonancia magnética nao poderd ser realizada caso seja portador de marca-passo
cardiaco ou desfibriladores, alguns tipos de clips de aneurisma intracraniano, corpo estranho
metalico intra ocular, implante coclear ou prétese metélica. Excetuando-se os casos acima e
possivel desconforto decorrente do tempo de dectbito no equipamento de imagem e o ruido

tipico emitido pelo aparelho, ndo hd maiores riscos para o individuo submetido ao exame.

Rubrica do pesquisador:_ Rubrica do participante:



98

Beneficios esperados:

Existe a necessidade de associar testes genéticos aos programas ja existentes de
prevencgdo e diagndstico precoce de AVC, a fim de se conhecer a magnitude deste problema e
de dar um passo de alerta a populagado, aos profissionais de satide e as autoridades locais. Isto
gera beneficio a populacdo afetada e a seus familiares, pois a precocidade do diagndstico e

reabilitacdo gera grandes redugdes no orcamento publico.

Garantia de resposta as perguntas:
Serd garantida respostas a quaisquer perguntas que possam ocorrer em qualquer
momento da pesquisa e esclarecimento de qualquer divida acerca dos assuntos relacionados

com esta pesquisa.

Garantia de privacidade:
Serda mantido o sigilo e o cardter confidencial das informacdes, e a sua identificacdo

nao serd exposta nas conclusdes ou explicacdes.

Ressarcimento:
Os procedimentos serdo realizados no Laboratério de Neuroimagem do Departamento
de Neurologia do HC Unicamp. Vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro e ndo havera

ressarcimento.

Recusa ou descontinuacio da participacao:

A participacdo € voluntdria, vocé pode se recusar a participar deste estudo e
interromper sua participacdo sem comprometer os cuidados médicos que recebe ou receberd
no futuro.

Eu , aceito  participar

neste projeto de pesquisa, a mesma ¢é voluntiria e eu posso recusar ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem comprometer os cuidados médicos que recebo ou
receberei no futuro.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento

Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador



