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INTRODUGAO:

A anemia falciforme (AF) é uma doenca genética causada por uma mutacéo de ponto com a substituicdo
de uma base nitrogenada no sexto codon, resultando na substituicdo do aminoacido &acido glutamico pela valina
na sexta posigédo da cadeia da globina 3. Em homozigose, o gene responsavel pela producdo da cadeia 3¢ (HBB*S)
resulta na formacdo da hemoglobina S (HbS), a qual caracteriza a AF (Kato et al.,, 2018). Em sua forma
desoxigenada, a HbS polimeriza e promove a falcizacdo das hemécias. Essa alteragdo morfolégica é a base da
fisiopatologia da AF, caracterizada por vaso-oclusdo e anemia hemolitica. A partir desses dois mecanismos,
diversas manifestacdes clinicas sdo observadas nos pacientes, dentre elas acidente vascular cerebral, priapismo,
hipertensdo pulmonar, retinopatia, faléncia renal, danos hepaticos, sindrome toracica aguda e Ulcera de perna (Piel
et al., 2017; Sonati & Costa, 2008).

A Ulcera de perna é uma importante complicacdo da AF, com grande impacto negativo na qualidade de
vida dos pacientes, além de ser fator de risco para mortalidade precoce. Os pacientes apresentam crises de dor
intensas, podendo desenvolver osteomielite crdnica e, em alguns casos, evoluir para amputacdo do membro
afetado. A causa dessa comorbidade em pacientes com AF é multifatorial, tendo como fatores agravantes a vaso-
ocluséo, processos inflamatérios, reducéo de fluxo sanguineo e maior viscosidade sanguinea (Antwi-Boasiako et
al., 2020).

Diferentes moduladores genéticos e ndo genéticos sdo associados as diferentes formas e graus de
manifestacdes clinicas entre os pacientes com AF (Zanette et al., 2019). Niveis mais elevados de hemoglobina
fetal (HbF) em individuos adultos e a heranga concomitante de talassemia a sdo exemplos de moduladores
genéticos associados a quadros mais leves das complicagfes clinicas da AF. Além desses, diversos polimorfismos

genéticos ja foram associados com subfenoétipos da AF (Piel et al., 2017).

Nesse sentido, em estudo realizado por Li e colaboradores, foi encontrada associagdo do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) em pacientes com Ulcera do pé diabético. O VEGF é uma glicoproteina
relacionada a angiogénese e, por isso, foi estudada sua relagcdo com a formagao de Ulceras (Li et al., 2018). Dessa

forma, assim como em pacientes Ulceras diabéticas, polimorfismos do gene VEGF também podem ser candidatos
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em potencial para a modulagao da manifestagédo clinica de Ulcera de perna em pacientes com AF. No entanto, os
estudos relacionados aos potenciais moduladores genéticos na presenga de Ulcera de perna em pacientes com
AF ainda sdo escassos e, portanto, a investigagdo de novos polimorfismos e sua influéncia é necessaria. Dentre
esses, destaca-se o polimorfismo rs833068 do gene VEGF, que ja foi relacionado com a presenca de crises vaso-
oclusivas e esplenomegalia em individuos com AF, e, por isso, pode contribuir para um melhor entendimento dessa
complicacdo clinica frequente e prejudicial que é a Ulcera de perna, possibilitando a identificacdo precoce de
pacientes com maior risco de seu desenvolvimento (Da Silva, 2020; Al-Habboubi et al., 2012). Portanto, esse
estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia do polimorfismo rs833068 do gene VEGF em pacientes com

AF que apresentem ou ndo Ulcera de perna.

METODOLOGIA:

O presente estudo avaliou uma populagdo de 211 participantes acompanhados no Ambulatério de
Hemoglobinopatias do Hemocentro de Pernambuco — HEMOPE, de ambos os sexos, de idade igual ou superior
aos 18 anos e com diagndstico de AF. Esses individuos foram divididos em dois grupos: um grupo composto por
participantes que ja apresentaram pelo menos um evento de Ulcera de perna (n = 102) e outro grupo (controle)
com aqueles que nunca apresentaram essa manifestacao clinica (n = 109). As amostras utilizadas pertencem ao
biorrepositério do HEMOPE. Em relacdo aos aspectos éticos, foi obtida a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa - UNICAMP, sob o numero CAAE: 67207323.5.0000.5404, parecer 6.008.392, permitindo o inicio da

execucdao das atividades préticas do trabalho.

As amostras foram recebidas no Laboratério de Hemoglobinopatias/FCM/UNICAMP e armazenadas em
freezer -80°C. Em seguida, a quantificacdo e a avaliacdo do grau de pureza dos DNAs foram realizadas com
utilizacdo do espectrofotbmetro NanoDrop®21000 (NanoDrop Technologies, Inc., Rockland, EUA). Como protocolo
para obtengdo de melhores resultados com a andlise do material, foi estabelecida a concentracdo de 100 ng/pL
como referéncia para as amostras, com a diluicdo daquelas com concentragdes mais elevadas. Assim, as aliquotas

de trabalho foram preparadas.

Em seguida, foi preparada a solugéo de trabalho de acordo com o protocolo da tabela 1. Dessa forma, as
amostras foram testadas pela técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase (QPCR) utilizando o equipamento Step
One Plus Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacéo consiste em uma etapa inicial de
desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 minutos, seguida por 50 ciclos com trés etapas cada: desnaturacdo de
fragmentos (95°C por 15 segundos), hibridizacdo do primer/sonda (60°C por 1 minuto) e extensdo de novos

fragmentos (60°C por 1 minuto).

Tabela 1: Protocolo do Ensaio de qPCR.

Reagentes Volume (uL)
MasterMix® [2x] 12,5
H-0 6,5
Ensaio TagMan® (rs833068 /Assay ID C_11400864 10) [5x] 5
DNA 1
Total 25
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O ensaio utilizado nos testes apresenta sondas marcadas com dois fluoréforos diferentes (VIC e FAM) que
correspondem, respectivamente, aos alelos A e G na sequéncia do gene VEGF. No contexto do polimorfismo
rs833068 analisado, ha uma substituicdo de guanina (G) por uma adenina (A), formando o alelo mutante. Quando
esses alelos estdo presentes na amostra, ocorre a hibridizagdo da sonda correspondente e, apds sua clivagem,
ha emissédo de fluorescéncia que é captada pelo equipamento. Com isso, foram obtidos graficos de discriminacéo
alélica com auxilio do software do sistema de deteccdo de sequéncia versao 2.3 (Applied Biosystems, Foster city,
CA, EUA).

Os gréficos obtidos por qPCR podem indicar os gendtipos homozigoto selvagem (auséncia do
polimorfismo), homozigoto mutante (auséncia do alelo selvagem) ou heterozigoto (presenca do alelo selvagem e
do alelo mutante), representados, respectivamente, na figura 1.
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Figura 1: Exemplos de discriminacéo alélica encontradas nos testes realizados com as amostras do estudo.

Além disso, foi realizado o procedimento de sequenciamento do DNA de 32 amostras que obtiveram
resultados inconclusivos utilizando o método de gPCR. O primer para o polimorfismo rs833068 foi desenhado e

utilizado na reacdo de amplificacdo de acordo com o protocolo que consta na tabela 2.

Tabela 2: Protocolo da reacao de amplificacéo.

Reagentes Volume (uL)
H20 19,0 L
Forward primer (10 uM) 2,0 uL
Reverse primer (10 pM) 2,0 uL
2x PCRBIO Ultra Mix 25,0 uL
DNA 2,0 uL
Total 50 uL

Em seguida, a eletroforese em gel de agarose foi utilizada para confirmar a amplificacdo dos fragmentos
de DNA pelo PCR e, em sequéncia, a purificacdo do DNA foi realizada utilizando o PCR Purification Kit (Cellco
Biotec do Brasil Ltda). Uma nova reacéo foi feita e o resultado foi encaminhado para uma nova purificagédo e
preparacéo para a realizagdo do sequenciamento. Os resultados do sequenciamento foram analisados no sistema

Unipro UGENE v50.0 64-bit version. Todos os dados foram tabelados e enviados para a analise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A partir dos resultados obtidos pelos métodos previamente descritos, a discriminagéo alélica das amostras
foi realizada e os dados estao apresentados na tabela 3. As analises estatisticas finais estdo em andamento para

a conclusao dos resultados do estudo.
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Dentre as 211 amostras utilizadas no estudo, foi possivel obter o resultado de discriminagdo alélica de 191
amostras, enquanto 20 amostras ndo obtiveram resultado conclusivo em nenhum dos testes e, portanto, ndo foram
incluidas nas analises finais. O grupo com individuos que apresentaram pelo menos um episodio de Ulcera de
perna apresentou 91 pacientes, sendo que 39 sdo homozigotos selvagem (GG), ou seja, hdo apresentam o
polimorfismo rs833068 do gene VEGF, 47 sao heterozigotos (AG) e 5 sdo homozigotos mutantes (AA), isto é,
apresentam os dois alelos com o polimorfismo. O grupo controle, por sua vez, apresentou 100 pacientes, dentre
eles 37 sdo homozigotos selvagens, 54 heterozigotos (AG) e 9 homozigotos mutantes (AA). Dessa forma, observa-
se que em ambos os grupos ha maior frequéncia de individuos heterozigotos para o polimorfismo. No entanto, em
relacdo a frequéncia de homozigotos mutantes, observa-se maior diferenga entre os grupos, visto que essa
corresponde a 5,5% dos pacientes do grupo com Ulcera de perna, enquanto no grupo controle sao 9% dos
pacientes.

Tabela 3: Frequéncia de gendtipos por grupo analisado.

Gendétipos Grupo com Ulcera de Perna % Grupo Controle %
Homozigoto selvagem (GG) 39 42,9 37 37,0
Heterozigoto (AG) 47 51,6 54 54,0
Homozigoto mutante (AA) 5 55 9 9,0
Total 91 100% 100 100%

Na tabela 4 constam os dados referentes as variaveis idade, sexo e uso de hidroxiuréia. Observa-se que
a idade da populag¢édo amostral variou no intervalo entre 18 e 67 anos, com média de 35 anos. No grupo com Ulcera
de perna, a idade média foi de 39 anos, enquanto no grupo controle foi de 31 anos. Dessa forma, nota-se que a
média etaria no grupo controle € menor do que do grupo com Ulcera de perna. Em relacéo ao sexo, a populagao
amostral consiste em 96 pacientes do sexo masculino e 95 pacientes do sexo feminino, com distribuicdo
homogénea entre os grupos. Entre os pacientes analisados, em ambos os grupos, a maioria faz uso de hidroxiuréia.

No entanto, observa-se que esse uso € maior no grupo controle, visto que 64,0% utilizam hidroxiuréia, em

comparagdo com 51,6% do grupo com Ulcera de perna.

Tabela 4: Dados das variaveis idade, sexo e uso de hidroxiuréia para cada grupo analisado.

Grupo com Ulcera de Perna n (%) Grupo Controle n (%)
Idade
<20 - 2 (2,0
20-29 18 (19,8) 50 (50,0)
30-39 31(34,0) 32 (32,0)
40-49 28 (30,8) 12 (12,0)
50-59 10 (11,0) 4 (4,0)
60-69 4 (4,4) -
Sexo
Feminino 41 (45,1) 54 (54,0)
Masculino 50 (54,9) 46 (46,0)
Uso de Hidroxiureia
Sim 47 (51,6) 64 (64,0)
N&o 44 (48,4) 36 (36,0)
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CONCLUSOES:

Embora a andlise estatistica dos dados obtidos pelo estudo ainda esteja em andamento, é possivel
encontrar possiveis diferencas na frequéncia dos genétipos entre os dois grupos avaliados. Espera-se que, com a
conclusao das analises, os resultados possibilitem uma melhor avaliacao do polimorfismo rs833068 do gene VEGF
em pacientes com AF, especificamente em relacdo a Ulcera de perna, e, assim, contribuir para identificacdo

precoce e entendimento fisiopatolégico dessa complicacéo clinica.
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