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RESUMO

A anemia falciforme (AF) ¢ a doenga hereditaria monogénica mais prevalente no Brasil,
caracterizada pelo alto indice de morbimortalidade. Uma mutagao de ponto no gene da
globina beta da hemoglobina ¢ a causa da doenca. Caracteristicas genéticas dos
individuos além da possivel heterogeneidade das moléculas associadas a hemolise e
vasculopatia sdo responsaveis por uma variedade de manifestagdes e complicagdes
clinicas. Os tratamentos disponiveis atualmente consistem no objetivo de amenizar as
manifestagdes clinicas e reduzir o niimero de crises para uma melhor qualidade de vida
destes pacientes. Considerando a importdncia dos MicroRNAs na regulacdo da
expressdo génica e na fisiopatologia de diversas doengas, este estudo tem por objetivo a
elucidagdo do mecanismo de agdo destes potenciais reguladores na fisiopatologia da AF.
Caracteriza-se por um estudo prospectivo comparativo, do tipo de pesquisa clinica
transversal. Foram incluidos neste estudo 50 individuos, dos quais, 25 individuos
normais sem a patologia, doadores do banco de sangue do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), e 25 pacientes homozigéticos SS, em acompanhamento médico no
Centro de Referéncia em Doencga Falciforme do HCPA. A obtengdo dos dados se deu
pela reacdo da polimerase em cadeia em tempo real, com a selegdo de quatro
microRNAs candidatos selecionados de acordo com a predicao de suas fungdes alvo ja
disponiveis na literatura (hsa-mir-15a, hsa-mir-210, hsa-mir-144 e hsa-mir-223). Foram
comparadas as diferencgas dos perfis de expressao de cada microRNA com a média do
grupo controle, além das correlacdes entre as varidveis hematologicas, bioquimicas e
manifestagoes clinicas, com a finalidade de avaliar a influéncia entre as variaveis
positivamente ou negativamente. Resultados: Trés dos quatro microRNAs tiveram seus
niveis de expressdo estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle (mir-
15a, mir-210 e mir-223). As correlagdes positivas identificadas foram do microRNA
15a com o microRNA 144, do microRNA 210 com o microRNA 223, além do
microRNA 223 com as manifestacdes de ulceras. As correlagdes negativas identificadas
foram do microRNA 15a em relagdo as plaquetas e sindrome tordcica aguda, e do
microRNA 144 em relagdo aos reticuldcitos. Conclusdo: Tal conhecimento podera
possibilitar estabelecer novos tratamentos e possiveis abordagens terapéuticas através

do controle da expressao de genes especificos e sua interagdo direta com RNAs alvo.

Palavras chave: Anemia Falciforme, MicroRNAs, terapia, fisiopatologia



ABSTRACT

Sickle cell anemia (FA) is the most prevalent monogenic hereditary disease in Brazil; it
is characterized by variable and sometimes severe symptoms and high morbi-mortality.
A point mutation of the beta globin gene is a cause of the disease. Genetic
characteristics of individuals and the heterogeneous possibility of molecules associated
with hemolysis and vasculopathy are responsible for the variability of clinical
manifestations. The available treatments are aimed at mitigating the clinical
manifestations and reducing the number of crisis for a better quality of life of these
patients. This study aims to elucidate the mechanism of action of regulatory molecules
in the pathophysiology of FA. It is characterized by a prospective comparative study,
type of cross-sectional clinical research. Fifty individuals, 25 normal subjects, from the
blood bank of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), and 25 homozygous
SS patients, from the Reference Center on Sickle Disease of HCPA. Real-time
polymerase chain reaction measuring four microRNAs selected according to the
predictions of their target functions in the literature (hsa-mir-15a, hsa-mir-210, Hsa-mir
-144 and hsa-mir-223). Differences in the expression profiles of each microRNA with a
mean of the control group were compared, as well as the correlations between
hematological, biochemical and clinical manifestations, with the purpose of evaluating
positive or negative influence between variables. Results: Three of the four microRNAs
had their expression levels statistically significant in relation to the control group (mir-
15a, mir-210 and mir-223). A positive correlation was identified between microRNA
15a with the microRNA 144, the microRNA 210 with the microRNA 223, and
microRNA 223 with positively correlated with leg ulcers. As for negative correlation
we identified for microRNA 15a in relation to platelets and acute thoracic syndrome,
and for microRNA 144 in relation to reticulocytes. Conclusion: Such knowledge may
enable new treatments and possible therapeutic approaches by controlling the

expression of specific genes and their direct interaction with target RNAs.

Key Words: Sickle cell anemia, MicroRNAs, current therapies, pathophysiology
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1 INTRODUCAO

Hemoglobinopatias sdo distirbios hereditarios da hemoglobina, causadas por
mutagdes pontuais no gene da globina, que vai resultar na estrutura anormal das cadeias
de globina. Com uma heran¢a autossémica recessiva, podem ser classificadas em duas
classes: as que possuem variagao em sua estrutura e aquelas que sdo provocadas por um
defeito na sintese de globina (WEATHERALL & CLEGG, 2001).

A heranca para Hb S pode ocorrer de forma heterozigdtica, onde a doenga ¢
ocasionada pela heranga da HbS em conjunto com outro defeito na hemoglobina, tanto
estrutural como de sintese, originando os gendtipos Hb SC, Hb SD, Hb SE, S beta
talassemia, e S alfa talassemia. Quando a mutagdo ocorre de forma homozigética, Hb
SS, o gendtipo ¢ denominado de Anemia Falciforme (ZAGO & PINTO, 2007).

Uma mutacao pontual no sexto cédon do gene da globina, com a substitui¢do de
um unico aminoacido, o acido glutdmico pela valina, vai acarretar a polimeriza¢ao da
hemoglobina falciforme quando desoxigenada. Esta deformabilidade das células
vermelhas do sangue vai levar a episoddios de dor, anemia hemolitica, lesdes de orgaos e
mortalidade precoce (RAMIREZ, MEARS & BANK, 1980).

Apesar de sua heranga monogénica, as manifestacdes clinicas da doenga sdo
bastante heterogéneas. A variabilidade da expressao fenotipica, esta relacionada com a
interagdo de multiplos genes, além da mutagdo principal no gene da globina beta, outros
genes polimorficos com potencial epistatico vao afetar a densidade das células
falciformes, possuindo envolvimento na adesividade celular ao endotélio, angiogénese,
na hematopoese, e principalmente na resposta da medula em relagdo a anemia e até
mesmo, na reatividade vascular (BRITTENHAM, SCHECHTER & NOGUCHI, 1985).

Os micrornas como potenciais reguladores de diversos mecanismos moleculares
tém sido apontados como potenciais reguladores da expressdo génica, envolvidos no
processo de proliferagao, desenvolvimento e imunidade celular (BARTEL, 2004).

Dentre os MicroRNAs ja identificados nos seres humanos, diversos deles tem
sido detectados em linhagens celulares sanguineas: granulécitos, linfocitos, monocitos,
plaquetas, e eritrécitos (MERKEROVA, BELICKOVA & BRUCHOVA, 2008).

Estudos demonstram evidéncias de um importante papel da fungdo reguladora
dos MicroRNAs na hematopoese (MERKEROVA, BELICKOVA & BRUCHOVA,
2008).
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Diante deste contexto, explorar a interagdo direta destes pequenos reguladores
com genes alvo podera possibilitar estabelecer novas abordagens terapé€uticas através do

controle da expressao de genes especificos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anemia Falciforme: Fisiopatologia e Etiologia

A AF ¢ uma condicdo patologica hereditéria, transmitida por heranga recessiva,
onde a estrutura anormal de uma hemoglobina (hemoglobina S), provocada por uma
muta¢do na cadeia  da cadeia de hemoglobina, com a substitui¢cdo do acido glutamico
pela valina, apresenta um quadro clinico de anemia hemolitica crénica, dor e faléncia

organica (RAMIREZ, MEARS & BANK, 1980).

A AF foi a primeira doengca monogénica a ser diagnosticada molecularmente,
sendo atualmente a hemoglobinopatia hereditaria mais comum na populagdo mundial

(WILLIAMS & WEATHERALL, 2012).

Importantes descobertas proporcionaram o conhecimento das caracteristicas
patoldgicas e clinicas da doenga. A AF foi descrita pela primeira vez na literatura em
1910, por James Herrick, médico de Chicago, que observou no sangue de um estudante
negro, células em forma peculiares, de foice, e sinais clinicos de anemia severa
(SAVITT & GOLDBERG, 1989). Em 1949, Pauling e colaboradores conseguiram
demonstrar através de anormalidades eletroforéticas, que a drepanocitose ¢ resultado de
uma proteina anormal, ocasionada por alteracdo de uma molécula de hemoglobina
(STRASSER, 2002; STEINBERG, 2008). Alguns anos mais tarde, em 1956, Ingram,
elucidou a natureza bioquimica do defeito na hemoglobina, identificando e relatando um
unico ponto de mutacdo, que altera a sequéncia de aminoacidos, neste caso do acido
glutamico por valina na sexta posicdo da cadeia B da hemoglobina (INGRAM, 1956).
Desde entdo, mecanismos de compreensdo da fisiopatologia da doenga comegaram a ser
estudados, proporcionando a conclusdo de que, a polimerizagdo ocasionada pela
desoxigenacdo da hemoglobina é a principal causa da deformagdo dos eritrocitos

(INGRAM, 1956).
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Nos individuos heterozigéticos (Hb AS) apenas 40% da hemoglobina consiste
nesta mutacao, porém o individuo homozigoto apresenta de 80 a 95% da hemoglobina
anormal, propiciando um mecanismo de afoicamento dos eritrdcitos e suas

consequéncias na anemia falciforme (POWARS, CHAN & SCHROEDER, 1990).

A polimerizagdo da hemoglobina provoca o afoicamento da Hb S, através da
desoxigenacdo do tetramero, que vai propiciar a ligacdo das cadeias Bl e B2 da
hemoglobina, através de uma forga de atragdo entre as moléculas de hemoglobina,
levando uma distorcdo na morfologia dos eritrécitos e influenciando na sua
solubilidade. Devido a este afoicamento, a distor¢do na morfologia e a influéncia na
solubilidade dos eritrocitos, as hemacias nao conseguem fluir normalmente através de
pequenas artérias e veias. Acabam agrupando-se, ¢ impedindo uma distribuicao
adequada do oxigénio para todo o sistema, provocando dor intensa, dano tecidual,
oclusdo vascular e anemia hemolitica cronica (BRITTENHAM, SCHECHTER &
NOGUCHI, 1985).

A taxa de polimerizacdo ¢ proporcional a concentracdo de Hb S e a presenga da
hemoglobina fetal no eritrocito. Assim, existem variagdes nestas concentragdes, que
estdo diretamente relacionados ao risco de afoicamento dos eritrocitos e
consequentemente com a gravidade da doenga (BRITTENHAM, SCHECHTER &
NOGUCHI, 1985).

Por possuir fendtipos heterogéneos, a AF leva a uma clinica bastante complexa,
devido a varidveis na composi¢do genética juntamente com varidveis ambientais.
Apesar da heranga monogénica, a fisiopatologia da doenga ainda ndo tem seu
mecanismo bem identificado. Estudos apontam que a variabilidade da expressao
fenotipica esta relacionada com a interacdo de multiplos genes, além do gene da globina
beta, que ¢ a mutagdo principal, outros genes polimorficos com potencial epistatico, que
ndo sdo idénticos em todos individuos, vao causar inibi¢do, afetando a densidade das
células falciformes, possuindo envolvimento na adesividade celular ao endotélio,
angiogénese, na hematopoese, e principalmente na resposta da medula em relagdao a
anemia, ¢ até mesmo na reatividade vascular (BRITTENHAM, SCHECHTER &
NOGUCHI, 1985).
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As manifestagdes clinicas da anemia falciforme estdo diretamente relacionadas
com as alteracdes fisiopatologicas a nivel molecular e celular, de tecidos e o6rgaos.

(ZAGO & PINTO, 2007).

Alteragdes a nivel molecular e celular sao dependentes de fendmenos como a
muta¢do da hemoglobina, polimerizacdo da hemoglobina desoxigenada, falcizagdo e
alteracdes na membrana. A taxa de extensdo e formacdo da hemoglobina anormal ¢
dependente da concentragdo intracelular de hemoglobina, presenga ou auséncia da
hemoglobina fetal e o grau de desoxigenagao da célula. Multiplas alteracdes na célula
vao resultar nestes polimeros de HB S. As contribuigdes mais importantes para este
fenomeno sdo o aumento calcio intracelular ¢ de membrana, perda de ions,
especialmente o potassio, desidrata¢do celular pela perda de dgua, e consequentemente
o aumento da densidade destes eritrocitos, oxidacao da hemoglobina, desnaturacao da
hemoglobina, anormalidades das proteinas de membrana e por fim o aumento da adesdo
ao endotélio mediada por moléculas plasmaticas tanto da membrana quanto do
endotélio. A adesdo aumentada entre os eritrocitos, leucocitos, plaquetas e células
endotetliais leva a vaso-oclusao, com reducdo do fluxo sanguineo, estase venosa e areas

de necrose hipoxica nos diversos o6rgaos (BUNN, 1997; ZAGO & PINTO, 2007).

O aumento da adesividade intercelular leva a um processo inflamatorio cronico
que ¢ decorrente da producdo de mediadores inflamatdrios e exposicdo de fatores
teciduais que vao ativar a cascata de coagulagdo, concomitantemente com a hemolise
das hemadcias que liberardo fatores que vao ocasionar vaso-constricdo (BUNN, 1997;

ZAGO & PINTO, 2007)

O quadro de anemia tem como principal fator a menor sobrevida dos eritrocitos.
Além da hemolise, sdo diversos fatores que podem contribuir para este quadro, como a
deficiéncia nutricional, em especial caréncia de folato, insuficiéncia renal, crises

aplasticas, dentre outras (BUNN, 1997).

2.2 Epidemiologia

A AF ¢ a hemoglobinopatia mais frequente no mundo, com distribuicdo

extremamente heterogénea entre os diversos paises (NAGEL RL, 2001).
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Existem fortes evidéncias de que a frequéncia da anemia falciforme estd
correlacionada com a exposicdo de populagdes a maléaria, um dos principais fatores
responsdveis pela frequéncia das hemoglobinopatias hereditirias em muitos paises

tropicais e subtropicais (RICHER & CHUDLEY, 2005).

O gene da AF é amplamente encontrado em toda Africa, Oriente Médio e
algumas partes do continente Indiano (WILLIAMS & WEATHERALL, 2012).
Entretanto, também ocorre com alta frequéncia em regides tropicais que ao longo dos
anos tenha recebido muitas migragdes populacionais, acarretando em uma transi¢ao

epidemioldgica (WILLIAMS & WEATHERALL, 2012).

Estimativas sugerem que atualmente haja cerca de 270 milhdes de portadores de
hemoglobinopatias no mundo, e que entre 300 a 400 mil criangas nasgcam com uma

desordem na hemoglobina a cada ano (WILLIAMS & WEATHERALL, 2012).

No Brasil, a AF distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequente onde a
quantidade de antepassados negros ¢ maior. Estima-se que cerca de 30 a 40 mil
individuos sejam portadores da AF, com cerca de 700 a 1000 novos casos por ano
(Ministério da Saude., 2009; Lyra et al., 2005), que acaba se tornando um grave
problema de satde publica no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

2.3 Complicacdes

A AF ¢ caracterizada pelo inicio das manifestagdes clinicas a partir de 4 a 6
meses de idade. Sdo inimeras complicacdes que podem afetar Orgdos e sistemas,
levando a uma alta morbidade e redug¢do da expectativa de vida (WEATHERALL &
PROVAN, 2000).

A rigidez dos globulos vermelhos em forma de foice leva a uma sobrevida
diminuida destes eritrdcitos a alteragdes imunologicas, particularmente inflamatorias, e
vasculares. O quadro dos portadores de AF inclui manifestagdes de anemia hemolitica
cronica, episddios de dactilite em maos e pés, dores abdominais, dores orteoarticulares,
infecgdes, comprometimento cronico de diversos orgdos e sistemas, como sequestro
esplénico, sindromes toracica aguda, doenga pulmonar cronica, doenca biliar, sequestro

hepético, doenga cardiovascular, renal e do sistema nervoso central, além de doencas
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oculares, ulceras de perna, deficiéncia no crescimento e desenvolvimento, e priaprismo
(SIDDIQUI & AHMED, 2003; BUCHANAN et al., 2004; GURKAN et al., 2005;
RAMAN et al., 2006; STEINBERG, 2008).

As principais manifestacdes clinicas em individuos portadores de AF se
diferem de acordo com fatores ambientais, genéticos, tratamentos disponibilizados,

variando em diferentes graus de gravidade:

e Anemia: caracterizada por cronicidade correspondendo a uma anemia
normocitica/normocrdmica, com niveis de hemoglobina que variam de 6,0

a 10 g/dl (CRISTINA, & PINTO, 2007);

e Crises dolorosas: resultado da obstru¢do da microcirculagdo causada pelo
afoicamento das hemadcias, atingindo frequentemente ossos e articulacdes,

de inicio agudo que pode durar até 5 dias (ZAGO & PINTO, 2007).

e Ulceras: habitualmente de membros inferiores, ¢ uma complica¢do cutanea
cronica frequente que ocorre devido as vasos oclusdes, hipdxia e hemolise,

com elevada taxa de recorréncia (SERJEANT et al, 2005).

e Sindrome toracica aguda: classificada como a segunda causa mais comum
de hospitalizacdo dentre as manifestacdes clinicas e causa comum de morte
em portadores de anemia falciforme, caracterizada por infiltrado pulmonar,

febre, tosse, dores e relacionada a infecgcdes (JOHNSON, 2005).

e Priaprismo: consiste na ere¢do peniana prolongada e dolorosa que pode
ocorrer em episddios mais curtos ou duradouros, ocasionada pelo

aprisionamento das hemacias no corpo cavernoso (FIGUEIREDO, 2007).

e Acidente vascular cerebral: uma das complicagdes mais graves relacionada
a falcizacdo com o estreitamento subsequente das artérias ou aneurismas
arteriais e presen¢a de neovascularizagdo cerebral (BRUNETTA et al.,

2010).

e Infecgdes: portadores de anemia falciforme tem um risco aumentado de
infecgdes principalmente no trato respiratério e septicemia devido a

alteragdes na imunidade celular (BRUNETTA et al., 2010).
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A modulagdo do quadro clinico da anemia falciforme ¢ definido por diversos
fatores. Além da variacdo da HbF, o tipo de haplodtipo e polimorfismos em diversos
genes estdo relacionados as formas e gravidade nas manifestagdes clinicas

(STEINBERG & ADEWOYE, 2006).

Haplotipos na anemia falciforme sdo definidos como sitios polimorficos do
DNA que estdo ligados ao complexo da beta globina. Cinco diferentes haplétipos tém
sido relatados na AF recebendo defini¢do de acordo com sua origem: Republica Centro-
Africana, Senegal, Camardes, Benin, Arabia Saudita e India. Diferengas na
expressividade e na evolucao clinica da doenga tém caracterizado estes sitios
polimorficos como fatores importantes na compreensdo da heterogeneidade clinica da

doenca (GALIZA & PITOMBEIRA, 2003).

Novos estudos com informagdes sobre os efeitos da hemolise sobre a biologia
do oxido nitrico (ON) com posterior correlagdo dos gendtipos dos individuos portadores
da doencga, ressaltam novos conceitos na compreensao da fisiopatologia desta doenga. O
oxido nitrico ¢ um vasodilatador que regula a homeostase vascular, sua desregulacdo e
alteragdes na sua disponibilidade podem influenciar diretamente na gravidade das

manifestagdes clinicas (KATOA; GLADWINA; STEINBERGB, 2007).

Quando comparada com a vaso-oclusdo, a hemolise tem sido considerada de
baixa relevancia para a severidade das manifestacdes clinicas na anemia falciforme.
Entretanto, estudos tem reforcado sua importancia na bioatividade desta patologia.
Achados sugerem que polimorfismos no gene eNOS (6xido nitrico-sintase endotelial)
podem atuar como modificadores genéticos da hemolise com predigdo de aumento na
suscetibilidade a complicacdes relacionadas a mesma (KATOA; GLADWINA;
STEINBERGB, 2007).

Diante deste contexto, a diminui¢do da hemolise restaura a disponibilidade de
ON reduzindo a incidéncia e gravidade dos sub-fen6tipos hemoliticos da AF. Dentre as
manifestagdes clinicas que supdem-se estarem ligadas ao subfendtipo da hemolise
encontra-se o priaprismo, ulceras de perna, hipertensdo pulmonar, e o acidente vascular

cerebral. Ja nas complicagdes vaso-oclusivas viscosas, a hemolise parece desempenhar
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um papel menor como nos episodios agudos de dor, osteonecrose e a sindrome toracica

aguda (KATOA; GLADWINA; STEINBERGB, 2007).

2.4 Tratamento

O transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) parece ser uma
alternativa curativa para criangas e adultos portadores de AF, no entanto, menos de 20%
dos individuos tem doadores HLA idénticos na familia (ALIYU, TUMBLIN & KATO,
2006). Ainda n3o ha um tratamento clinico especifico para AF. Os tratamentos
existentes atualmente consistem em amenizar as manifestacoes clinicas e reduzir o
nimero de crises para uma melhor qualidade de vida destes pacientes. Neste contexto, o
mesmo se baseia em medidas gerais e preventivas. Podem-se citar as terapias
profilaticas, que englobam trés medidas: administracdo de Folato, na qual atua de
maneira interdependente com a vitamina B12 para formacdo de novos eritrocitos,
profilaxia com penicilina e imunizagao contra a infec¢do pneumococica, uma vez que

estes pacientes sdo suscetiveis a infec¢cdes (ALIYU, TUMBLIN & KATO, 2006).

A terapia transfusional ¢ alternativa no manejo de complicagcdes agudas e
cronicas (REES, WILLIAMS & GLADWIN, 2010). O objetivo ¢ promover a
diminui¢do aguda da fracdo de globulos vermelhos em foice, ¢ um aumento das
hemacias normais no volume total do sangue, levando a uma diminui¢do na producao
da hemoglobina anormal, suprindo a sintese e aumentando, portanto, a capacidade de
transporte de oxigénio, além de evitar complica¢des clinicas oriundas da falcizagdo do

eritrocito (ECKMAN, 2001; JUNQUEIRA, HAMERSCHLAK & ROSENBLIT, 2009).

Como ja ressaltado, o transplante de medula 6ssea ¢ o Unico tratamento que
proporciona uma possibilidade de supressdo do mecanismo de falcizacdo e suas
consequéncias clinicas. No entanto, riscos oriundos do procedimento e beneficios
devem ser analisados, além de sua limitagdo pela disponibilidade de doadores

compativeis e complicagcdes (WALTERS, 2004; GAZIEV & LUCARELLLI, 2005).

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia do tratamento com uma substancia
antineoplasica que atua de maneira especifica no ciclo celular, interferindo na sintese de
DNA (RODGERS et al., 1993; CHARACHE et al., 1995; SUMOZA et al., 2002). A

Hidroxiuréia ¢ a terapia medicamentosa mais bem sucedida e melhor tolerada sem
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maiores complicagdes (SUMOZA et al., 2002). Este quimioterapico aumenta a
producdo de hemoglobina fetal, inibindo a polimerizacao da Hb S, e consequentemente
levando a uma melhora das manifestagdes vaso-oclusivas ¢ hemolise (RODGERS et al.,
1993). Porém, a mesma ¢ capaz de reduzir apenas 44% a taxa de algumas manifestagdes
clinicas como crises dolorosas, e necessidade de transfusdoes (CHARACHE et al.,

1995).

2.5 Diagnostico

O diagnodstico da AF pode ser estabelecido por diversos métodos capazes de
detectar quantidades significativas de Hb S e a sua associa¢do com outras fracdes de
hemoglobinas. Dentre elas, podem-se citar técnicas eletroforéticas, cromatograficas e

analise de DNA. (RYAN et al., 2010).

2.6 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdao moléculas de RNA de fita simples, ndo codificantes
de proteinas, de 18 a 25 nucleotideos, apontados como potenciais reguladores da
expressdo génica, envolvidos entre outros no processo de proliferacio, desenvolvimento
e imunidade celular (BARTEL, 2004).

A regulacdo da expressao gé€nica mediada por estes pequenos RNAs foi
evidenciada pela primeira vez em um nematddeo, Caenorhabditis elegans (FIRE et al.,
1998). Atualmente, de acordo com banco de dados miRBase, através de estudos de
sequenciamento, 24521 microRNAs ja foram identificados, no qual 1872 humanos, e
seus possiveis genes alvos, através de sistemas de predicdo computacionais que
estimam que um unico MicroRNA seja capaz de regular centenas de genes alvos
(MIRANDA et al., 2006).

Os microRNAs regulam a tradugdo de genes diretamente envolvidos na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, bem como na regulacdo da expressao de
proteinas em nivel de traducdo. Estudos t€ém evidenciado quantidades significantes em
liquidos corporais, como urina, plasma, sangue, saliva e at¢é mesmo sémen, onde o
extravasamento destes pequenos reguladores estd sendo utilizado como biomarcadores

de diversas patologias (ZUBAKOV et al., 2010; TURCHINOVICH et al., 2011).
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2.7 Biogénese dos MicroRNAs

A biogénese dos miRNAs envolve trés processos: Inicia com a transcricao de
miRNAs primarios (primiRNAs) dos genes dos mRNAs, os miRNAs precursores que
sdo parcialmente processados em pré-miRNAs nos nucleos e por fim, os miRNAs
maduros sdo gerados no citoplasma (LEE et al., 2003).

O inicio da biogénese ocorre no nucleo, onde o primiRNA ¢ processado para
pré-miRNA por uma enzima chamada RNase III (drosha), que requer um cofator, a
proteina DGCR8 (DiGeorgeSyndromecriticalregion gene 8). Esta proteina formard um
complexo conhecido como “complexo microprocessador” que vai reconhecer e clivar o
primiRNA originando uma molécula com uma estrutura de “hairpin”, uma estrutura em
que ocorre o emparelhamento de pares de bases intramoleculares. Apds o
processamento nuclear cada pré-miRNA ¢ exportado para o citoplasma pela exportina-5
(EXP-5), onde vai ser convertido em miRNA maduro e funcional pela Dicer nuclear.
Apos a clivagem pela Dicer, uma molécula da dupla fita de RNA associa-se a proteina
Argonauta para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC),

enquanto a outra parte vai ser degradada (LEE et al., 2002).

2.8 Validacéo funcional das interagdes dos microRNAs com RNA-alvo

A associacdo dos microRNAs com o potencial RNA-alvo, pode ser identificada
através de métodos quimicos ou genéticos e pela bioinformatica. Os métodos que
medem essa interagdo se baseiam na medida do grau de tradu¢do (aumentada ou
diminuida) do RNA na presenca de um microRNA especifico. O mecanismo se baseia
no reconhecimento de sequéncias alvo, e no emparelhamento direto de bases em um
complexo com RNA mensageiro, que vai mediar a regulacdo tanto de superexpressao

quanto de supressao, em condi¢des especificas (VASUDEVAN, 2012).

A andlise de microRNAs e seus alvos candidatos através da bioinformatica tém
como principio algoritmos computacionais com parametros distintos, como a analise de
sequéncias de mRNA, que preveem através de bancos de dados com informagdes ja
conhecidas, a probabilidade de um determinado microRNA se ligar a um determinado
RNA alvo. Dentre estes programas pode-se citar Tragetscan, Miranda, miRBaseTargets,

Pictar e PITA (WANG et al., 2010). Outro método plausivel ¢ através da genética, onde
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os efeitos causados sobre uma determinada célula sdo decorrentes de varios genes
envolvidos em uma certa via. Com base nestes efeitos, a triagem de microRNAs pode
fornecer a relagdo de provaveis alvos para estes pequenos RNAs (MAVRAKIS &
WENDEL, 2010). Por fim, as andlises bioquimicas, através da interagdo de proteinas
AGO (Argonaute) e microRNP (complexo ribonucleoproteico associado a um RNA ndo
codificante), vao influenciar no mecanismo bioquimico e posteriormente na funcao
celular, proporcionando entdo o reconhecimento de possiveis genes alvo

(VASUDEVAN, S. 2012).

Diante de tantos métodos, estudos sugerem um conjunto de diretrizes que devem
ser seguidas para validar a regulacio de um determinado mRNA alvo por um
determinado microRNA. Iniciando pela andlise dos perfis de expressao em determinada
doenga, e posteriormente por sistemas de predigdo de bioinformatica. Para uma maior
selecdo sugere-se ainda analise in silico dos possiveis selecionados, uma vez que muitos
alvos de miRNA previstos por sistemas computacionais falham nos testes de validagdo
in vivo. Apds, a interagdo alvo miRNA/mRNA deve ser verificada, no qual o gene alvo
e miRNA previsto também devem ser co-expressos, obtendo um efeito previsivel sobre
a expressdao da proteina alvo. Assim, a expressdo mediada pela regulagdo de um
determinado microRNA a um gene alvo deve corresponder a alteragdes nas funcdes

biologicas (KUHN, et al, 2009).

2.9 Associacdo MicroRNAs e Anemia Falciforme

Dentre os MicroRNAs ja identificados nos seres humanos, diversos deles tem
sido detectados em linhagens celulares sanguineas: granulécitos, linfocitos, monocitos,
plaquetas, e eritrocitos (MERKEROVA, BELICKOVA & BRUCHOVA, 2008).

Estudos atuais demonstram evidéncias de um importante papel da funcao
reguladora dos MicroRNAs na hematopoese. Andlises da expressdo de microRNAs
durante a diferenciagdo eritroide, indicam que os mesmos podem possuir importante
papel regulador durante os estdgios iniciais da eritropoiese, na maturacdo €
diferencia¢do terminal destas células, além de ainda persistir em eritrocitos maduros

apos o termino da diferenciagdo celular (CHEN et al., 2008).
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A expressdo de microRNAs em eritrocitos normais € 0s que possuem
homozigose para Hb S sdo extremamente variaveis, indicando que tal expressdo pode
desempenhar um papel efetivo na diferenciacdo terminal dos mesmos, caracterizando
alteracdes fenotipicas dos eritrocitos durante adaptagdes fisiologicas e patoldgicas
(CHEN et al., 2008).

Na diferenciacdo megacaridtica com a repressao ou supressdo dos mesmos,
dependendo da patologia, sugere-se que o controle regulatdrio da expressdao génica de
plaquetas humanas seja feitos por microRNAs (GARZON et al., 2006; LANDRY et al.,
2009). A analise de expressdao de microRNAs isolados a partir de plaquetas de pacientes
com a AF, fornece dados extremamente importantes de um conjunto de transcritos
diferencialmente expressos. Assim, a identificacdo de diferengas significativas na
expressdao destes microRNAs em plaquetas de pacientes com AF em comparagdo aos
controles, direciona novos estudos para o papel dos mesmos na regulacdo de um estado
hipercoagulavel ou de hiper-adesividade provocado pela ativagdo excessiva das
plaquetas, que ¢ caracteristica da doengca em questdo com as crises vaso-oclusivas
(WUN et al., 1998).

Khalyfa et al (2016), salientou que as potenciais diferengas de microRNAs nas
microvesiculas extracelulares derivadas de plasma poderiam estar ligadas a trajetorias
clinicas divergentes destes pacientes. Visto que a comunicagdo celular ¢ um fator vital
para regulacdo e coordenacdo de varios processos, evidéncias destacam o papel e o
conteudo destas vesiculas extracelulares. O conteido molecular destas, inclui os
microRNAs com uma influéncia importante sobre as fung¢des bioldgicas. Assim, a
analise deste contetido intracelular das vesiculas extracelulares poderia fornecer uma
oportunidade de identificacdo de biomarcadores especificos de gravidade da doenga,
diagndstico precoce, trajetoria da doenca e possibilidade de avaliagdo terapéutica.

Saki et al (2016), por sua vez, mostrou a ligagdo direta que os microRNAs tém
em relagdo ao transcrito da globina e seu papel na inducdo da hemoglobina fetal.
Relatando ndo apenas o efeito direto destes pequenos reguladores sobre os genes alvo,
mas também a importancia que eles podem representar da inibi¢do dos mesmos na
inducdo da HbF. Estudos clinicos e observacionais sugerem que a possibilidade da
regulacdo ou aumento da HbF em pacientes com AF possibilitara a redugdo da
gravidade desta doenga, além de abordagens através de microRNAs tenderem a ser

promissoras no aumento da expressao e produgdo da HbF.
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Por fim, uma analise do transcriptoma dos eritrocitos, efetuada por Doss et al
(2015), mostrou a persisténcia dos microRNAs nos eritrécitos, identificando varios loci
com co-expressdo e permitindo a caracterizacdo e quantificagdo dos mesmos.
Apresentando um perfil extenso para futuros estudos com doencas que envolvem

células eritroides.

2.10 Terapia com MicroRNAs

A expressao anormal de MicroRNAs parece caracterizar muitas doencas. Os
perfis de expressio de miRNAs tendem a se tornar ferramentas de diagnodstico e
progndstico promissoras, bem como a sua modulacdo em potencial fator para novas
terapias génicas (CALIN & CROCE, 2006).

A vpartir da descoberta destes pequenos RNAs como reguladores dos
mecanismos moleculares das doengas humanas, diversos estudos apontam diferengas de
niveis de expressdo do estado patoldégico em comparacdo a individuos normais. Ainda
ndo se sabe se esta expressdo diferenciada ocorre como consequéncia deste estado
patolégico, ou se a doenga ¢ o resultado direto desta diferenga de expressdo. Porém,
acredita-se que a normalizacdo destes niveis possa levar a elucida¢ao dos mecanismos e
ser uma promessa de um nova classe de terapias (BUDHU, JI& WANG, 2010).

O objetivo dos estudos voltados para terapia com MicroRNAs se baseia na
identificacdo e validacdo dos MicroRNAs e a correlagdo dos niveis de expressdo com o
envolvimento na fisiopatologia da doenca (BADER et al., 2011).

A terapéutica com MicroRNAs se baseia em dois métodos: MicroRNAs
antagonistas e MicroRNAs idénticos artificiais. Os antagonistas possuem a funcdo de
inibir os MicroRNAs endogenos que estejam provocando um ganho de fungdo em
células ou tecidos. Ja os MicroRNAs artificiais tem a finalidade de suprir uma perda de

funcao de determinado gene (SOIFER, ROSSI & SAETROM, 2007).

3 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Esta revisdo da literatura foi focada nos aspectos relacionados aos principais fatores da

fisiologia da anemia falciforme — conceituacdo, fisiopatologia e etiologia,
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epidemiologia, complicagdes, tratamento, e diagnostico — e sua correlagdo com
microRNAs, sua biogénese e validacdo funcional, além de sua associagdo na anemia
falciforme e uso terapéutico. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de
dados: PUBMED, SCIELO, no periodo de 1910 a 2016. Foram realizadas buscas
através dos termos “‘sickle cell””, ““microRNAs™, ““therapy”, *“*pathophysiology” e suas

combinagdes apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentaram os
objetivos

4 JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia dos microRNAs como reguladores criticos na
modulacdo de diversas patologias, este estudo tem por objetivo a elucidagdo da
influéncia deste potencial regulador nos mecanismos fisiopatologicos da Anemia
Falciforme. O padrao de expressdo distinto oferece oportunidades para o estudo da
regulacdo de seus alvos e a compreensdao do mecanismo destes pequenos reguladores

nos processos celulares, além da avaliagdo de seu impacto e significado bioldgico,
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possibilitando a descoberta de terapias contra alvos fisiopatolégicos especificos e uma

maior elucidagdo dos aspectos clinicos envolvidos na evolucao da doenca.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO PRIMARIO

Analisar os perfis de expressdo de microRNAs no sangue periférico de pacientes
portadores e ndo portadores de Anemia Falciforme através da reacdo da polimerase em
cadeia, em uma populacdo de individuos do Hospital de Clinicas da regiao

metropolitana de Porto Alegre.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Analisar por PCR quantitativo os niveis de expressao de microRNAs em amostras de
pacientes com Anemia Falciforme;

- Identificar microRNAs diferencialmente expressos no sangue periférico de pacientes
com Anemia Falciforme em relagdo a individuos sem a doenga;

- Comparar os niveis de expressdao com o grupo controle;

- Correlacionar os niveis de expressdo com genes candidatos alvos e dados clinicos da
doenga;

- Identificar processos bioldgicos relevantes para a patogénese de acordo com a
finalidade do gene alvo;

- Correlacionar os resultados com potenciais novas terapéuticas para a doenga.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Sickle cell anemia (SCA) is the most prevalent monogenic
hereditary disease in Brazil, characterized by high morbi-mortality. Although it is a
disease caused by a single point mutation, genetic characteristics are responsible for a
variety of clinical manifestations and complications. Considering the importance of
MicroRNAs in regulation of gene expression and physiopathology of several diseases,
studies have shown an important role of regulatory function of these small regulators in
hematopoiesis. OBJECTIVES: This study aims to elucidate the mechanism of action of
these potential regulators in SCA physiopathology, and their correlation and
significance for clinical phenotype. METHODS: Fifty individuals were included in this
study, 25 normal subjects, donors from the Blood Bank of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), and 25 homozygous SS patients, from the Centro de Referéncia de
Doenca Falciforme of HCPA. Data were obtained by real-time polymerase chain
reaction with selection of four microRNAs candidates, selected according to prediction
of their target functions already available in literature (hsa-mir-15a hsa-mir-210, hsa-
mir-144, and hsa-mir-223). Differences in expression profiles of each microRNA were
compared with mean of control group, as well as correlations between hematological
and biochemical variables, and clinical manifestations, in order to evaluate the influence
of variables positively or negatively. RESULTS: Three of four microRNAs had their
expression levels statistically significant in relation to control group, mir-15a (p =
0.0001), mir-210 (p = 0.0001), mir-223 (p = 0.0011), and mir-144 (p = 0.345). Positive
correlations identified were of microRNA 15a with microRNA 144 (p = 0.018),
microRNA 210 with microRNA 223 (p = 0.006), and microRNA 223 with leg ulcers (p
= 0.035). Negative correlations identified were of microRNA 15a in relation to platelets
(p = 0.038) and acute thoracic syndrome (p = 0.042), and of microRNA 144 in relation
to reticulocytes (p = 0.002). CONCLUSIONS: Such findings may allow the
establishment of new treatments and possible therapeutic approaches by controlling

expression of specific genes and their direct interaction with target RNAs.

Keywords: Sickle cell anemia, MicroRNAs, therapy, physiopathology
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is a hemoglobin disorder caused by homozygous
hemoglobin S. A point mutation (Glu6val) in globin gene will lead to a clinical setting
of complex phenotypic variability, with hemolysis, vasculopathy, vaso-occlusion,
necrosis, osteomyelitis, acute thoracic syndrome, cerebrovascular accident, priapism,
pain crisis, and organ damage . The mutation polymorphisms (GAT — GTG) in the
gene encoding the B chain of hemoglobin, originating different haplotypes of the
disease, leads to clinical heterogeneity with different degrees of severity. At molecular
level, the disease is characterized by polymerization of hemoglobin. In cellular aspect,
erythrocytes are early destroyed and characterized by wide range of stiffness, density,
and sickle shape. In biochemical aspects, there are changes in functionality of sodium-
potassium pump, cell dehydration, increase in intracellular and membrane calcium,
oxidation of hemoglobin, abnormalities in membrane proteins, loss of monovalent ions,

among others (3,

The only drug currently approved to treat SCA is Hydroxyurea, a cytotoxic,
antineoplastic drug, and DNA synthesis inhibitor, considered to be the most successful
and best tolerated drug therapy without major complications. This drug results in
increase of fetal hemoglobin, inhibiting polymerization of HbS and consequently
leading to an improvement of hemolysis. Though the only possible curative therapy
remains bone marrow transplantation there are risks and benefits from the procedure
that must be analyzed, in addition to its limitation of availability of compatible donors
and complications “*®. Another alternative in the management of acute and chronic
complications is transfusion therapy that aims to reduce fractions of sickled red blood
cells and increase normal red blood cells in total blood volume, supplying synthesis and

increasing oxygen transport capacity 7).

Despite advances in knowledge of new factors and cellular, biochemical, and
molecular aspects, and early diagnosis, treatments developed so far aimed only to
ameliorate clinical manifestations for better quality of life of these patients. And, in this

context, searching for a genetic approach has been subject of studies .

MicroRNAs (miRNAs) are single-stranded, non-coding RNAs molecules of 18

to 25 nucleotides that are identified as potential regulators of gene expression !9, From
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the discovery of these small regulators of molecular mechanisms, studies point out
differences in expression levels in pathological state compared to normal individuals. It
is not known yet whether this different expression occurs as a consequence of the
pathological state, or whether the disease is the direct result of this difference in
expression. However, it is believed that the normalization of these levels can lead to

elucidation of the mechanisms and be a promise of a new class of therapies. V.

Studying factors associated with modulation of SCA phenotype, including
molecular, hematological, extrinsic, and regulatory factors, may allow establishing new
possible therapeutic approaches by controlling expression of specific genes and their

direct interaction with target RNAs.

Materials and Methods

Collection of Samples

This study included samples from 50 individuals, of which 25 healthy donors
obtained from normal adult subjects (HbAA), blood donors from Blood Bank of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), and 25 from patients homozygous for
genotype of hemoglobin S, clinically stable and using hydroxyurea in regular medical
follow-up at Centro de Referéncia de Anemia Falciforme of HCPA. 2.5 mL of
peripheral blood were collected in PAXgene® tubes (Qiagen/BD) containing a lysate
that stabilizes intracellular RNA, in order to preserve expression profile of each gene,
and thereafter stored at -20 °© C. Exclusion criteria was all individuals presenting variant
Hb other than Hb S.

The study was approved by local Institutional Review Board under the number

140075, and a written informed consent was signed by each patient or their parents.

Selection of miRNAs candidates
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MiRNAs candidates were selected according to predictions of their target
functions, already available in literature, and its possible correlation with clinical

manifestations (table 1):

hsa-mir-15a: related to fetal hemoglobin levels
hsa-mir-210: related to hypoxic environment
hsa-mir-223: related to inflammatory states

hsa-mir-144: related to oxidative stress and severity of SCA

Total RNA Extraction

Total RNA was isolated using a specific kit for the chosen collection tubes,
PAXgene Blood MicroRNA Kit® (Qiagen/BD), following manufacturer's
recommendations which consists of silica-based purification and stabilization of RNA
with Spin columns. Subsequently, RNA concentration and purity were determined by
measuring absorbance at 260 nm and 280 nm in spectrophotometer Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies Inc, Wilmington, DE, USA). To guarantee RNA quality of
samples, a ratio of 260/280 absorbances of approximate two or higher was accepted.

Then all samples were standardized in their final volume of total RNA at 3 ng/pl.

cDNA Synthesis

For ¢cDNA synthesis samples were transcribed using TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit and Veriti Thermal Cycler thermocycler (Applied
Biosystems®), according to manufacturer's guidelines. Complementary DNA was
synthesized from a mature miRNA molecule by reverse transcriptase and DNA

polymerase enzymes, through oligonucleotides specific for miRNAs of interest.
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Amplification and detection of miRNAs - gPCR

To determine level of expression, a technique of relative quantification was used
by “delta delta ct” (AACt) method, which uses threshold cycles (CTs) for calculation.
The Ct values obtained were normalized by reference gene for each sample of each
miRNA through endogenous control RNU48, in order to minimize variation between
data and to increase precision of expression measures that can be masked by biological
changes of each individual. The AACt calculated for cases was the difference between
mean CTs between target miRNAs and mean CTs of control group. As for Calibrator,
calculated AACt was the difference between mean CTs of control group and itself again.

Control group was used as calibrator.

AACt Samples = Ct (target gene) — Ct (reference gene)

AACt Calibrator = Ct (reference gene) — Ct (reference gene)

Afterwards results obtained of AACt were used to calculate “fold change”,

which is based on the formula 2-2ACT,

Statistical Analysis

Initially, normal distribution of data was verified through Shapiro-Wilk test.
Differences in quantitative data were analyzed using student t test, where differences in
expression profiles of each miRNA candidate were compared to the mean of control
group. These values were measured with mean + standard deviation. Correlations
between variables were tested using Spearman's test. For this purpose, SPSS Software
version 20.0 (SPSS, Chicago, IL) was used. A significance level of p < 0.05 and a

power of 95 % were considered.
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Results

The present study investigated 50 individuals, 25 of whom were normal, i.e.
without disease (controls), mean age of controls was 26.5 + 6.230 years, and 25 were
individuals Hb SS treated with Hydroxyurea and clinically stable being 14 (56 %)
female and 11 (44 %) male. Mean age of patients was 30.20 + 12.649 years, being 11/25

below mean age.

The group of patients that composed this study was evaluated for variables
associated with hemolysis and inflammatory process, being evaluated hematological
and biochemical laboratory characteristics. Data of investigated variables are presented

in table 1.

Clinical history of 25 HbSS patients were also evaluated. Data were obtained
from clinical records review. The main clinical characteristics were painful crisis
(present in 32.30 %), infections (21.50 %), bone necrosis (15.40 %), leg ulcers (9.20
%), priapism (7.70 %), hepatosplenomegaly (7.70 %), acute thoracic syndrome (3.10

%), and cerebrovascular accident (3.10 %), as shown in figure 1.

Characteristics of the data set obtained after samples' “Ct” normalization are

presented in figure 2 in order to show variability, asymmetry, and dispersion of data.

Comparison between miRNAs levels in whole blood of HbSS patients and
control individuals without disease by “fold change”, which is based on the formula 2
AACT “showed that mir-15a has a three-fold overexpression in relation to controls (300
%); mir-144 overexpression of 43 % was verified. Mir-210, however, showed 60 %
suppression. The same was noted for mir-223, in which a suppression of 49 % was

observed in the patients.

Correlations between hematological and biochemical variables, clinical
manifestations and miRNAs were also assessed, in order to evaluate positively or
negatively the influence among variables. Graphical demonstration between
hematological and biochemical variables, miRNA profile, and clinical manifestations
with statistically significant correlations (p < 0.05 and p < 0.01) between two distinct

parameters are presented in figure 3.
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When molecular parameter was evaluated, a positive correlation was observed
between miRNA 15a and miRNA 144 (p = 0.018), where both are simultaneously
increased or their overexpression is verified in the patients. It was also found that
miRNA 210 has a positive correlation with 223 miRNA (p = 0.006), also indicating

positive influence of one variable upon the other.

Correlating hematological and biochemical variables with molecular parameters,
a significant association with negative correlation between miRNA 144 and
reticulocytes was observed (p = 0.002), similarly observed with miRNA 15a and
platelets, which also had a negative correlation (p = 0.038).

In the evaluation of clinical manifestations with molecular parameters, miRNA
223 was significantly associated with ulcer manifestations, in a positive correlation (p =
0.035). MiRNA 15a had a significant negative correlation with acute thoracic syndrome

(p=0.042).

Regarding manifestations of osteonecrosis, factor age showed a positive

correlation (p = 0.003).

Discussion

Individuals with SCA present hematological findings characteristic of
normocytic/normochromic anemia, with total hemoglobin ranging from 6.0 to 10 g/dL,
mean corpuscular volume (MCV) ranging from 80 to 100 fl, mean reticulocyte ranging
from 4 to 30 %, and fetal hemoglobin of 2 to 15 % (%!¥. The 25 studied patients
presented a classic profile of patients with hemoglobinopathy, with mean values of total
hemoglobin of 8.06 + 1.29 g/dL, MCV of 93.90 + 10.01 fl, and reticulocytes 11.11 +
5.47 %, compatible with hemolytic anemia. In biochemical parameters, it was observed
elevation of hemolysis markers, such as lactate dehydrogenase (LDH), with a mean

value of 923.52 +450.63 U/L, and total bilirubin 2.88 + 1.62 mg/dI.

SCA is characterized by onset of clinical manifestations from 4 to 6 months of
age. There are numerous complications that can affect organs and systems, leading to

high morbidity and reduced life expectancy . Amongst the most frequent are painful
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crisis caused by obstruction of small circulation by sickled red blood cells, along with
bone damage, which will directly affect quality of life of patients with SCA (519, In
addition, these patients are susceptible to infections, chronic ulcers, priapism, necrosis
and chronic osteomyelitis . In this study, pain crisis were responsible for a frequency
of 32.30 % of clinical manifestations of the studied patients. Followed by infections
(21.50 %), osteonecrosis (15.40 %), ulcers (9.20 %), priapism (7.70 %),
hepatosplenomegaly (7.70 %), acute thoracic syndrome (3.40 %), and cerebrovascular

accident (3.40 %).

In view of the role that miRNAs play in modulating various aspects of
hematopoiesis 17, miRNAs hsa-mir-15a, hsa-mir-210, hsa-mi-144, and hsa-mir-223
stand out for possible regulatory role of molecular mechanisms and physiopathology of
SCA, with functions targeting fetal hemoglobin levels, hypoxia environment, oxidative
stress and disease severity, and inflammatory processes, respectively (82D, In this
present study, relative expression levels of these four miRNAs candidates were
compared between patients and control subjects, and a significant threefold increase in
miRNA 15a was observed in relation to controls. HbF regulation has been of great
interest, considering the role of miRNA 15a in elevating HbF and improving clinical
severity, suggesting that it may be an important target in new therapies for the disease in
question '®. In the present study, when comparing expression levels, it was found that
this overexpression of mir 15a is related to the clinical status of the patients analyzed,

since at the time of collection they were clinically stable with Hydroxyurea.

Ineftective erythropoiesis together with premature death of the red blood cells
lead to chronic anemia and hypoxia. The expression of the microRNA 210 has a
modulation linked to this critical environment '), Under hypoxia conditions the
unspeakable factor of hypoxia (HIF1) accumulates by activating a transcription of target
genes such as erythropoietin. Erythropoietin in turn has a regular function of producing
red blood cells, maintaining stable hemoglobin levels ©?%. In this study, a 60%
suppression of microRNA 210 levels was observed in treated and stable clinical
patients. This finding is consistent with a literature that suggests that mir-210 at high or
overexpressed concentrations regulates HIF1 in hypnotic environments by silencing a

transcription of target genes such as erythropoietin.
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Regarding miRNA 144, the expression of this small regulator in relation to
individuals without disease shows dramatic differences. The erythrocytes of individuals
with ACS are characterized as having a reduced tolerance for the imbalance between the
production of oxidizing compounds and the defense performance of antioxidant
systems. Its increase leads to a decrease in NRF2 (nuclear factor (erythroid-derived 2) -
like 2) that is activated by changes in the state of the cell. MiRNA 144, on the other
hand, acts to silence this gene, and its overexpression will consequently result in the
reduction of antioxidant capacity @V. In this study, the relative expression of this
miRNA presented an overexpression of 40% in relation to the controls, resulting in an
environment with greater oxidative stress associated with the severity levels of this

pathology.

Evidences suggest an important role of miRNA 223 in maintaining homeostasis,
in addition to a variety of processes and cell types. Among them immune system,
denoting the possibility of its role in inflammation ?». MiRNA 223 functions as an
important regulator that controls inflammation activity of NLRP3, that is a multiprotein
signaling platform formed by detecting molecular patterns associated with damage.
MiRNA 223 then suppresses NLRP3 expression through a conserved binding site 2.
Considering this context, relative suppression of 49 % with respect to controls found in
this study shows an increase in this signaling platform, with reduction of inflammation
in these patients. Emphasizing again that findings are consistent, since analyzed patients

were clinically stable on HU use at time of collection.

Regarding correlations, in evaluation of molecular parameters in consideration
to hematological parameters, it was verified that miRNA 15a showed a negative
correlation (p = 0.034) compared to platelets, tending to the increase of one influencing
on the decrease of the other. Since miRNA 15a is known as a MYB inhibitor, and being
MYB a transcription factor that represses platelet production, increase of this miRNA,
as evidenced in the patients of this study, demonstrates regulation exerted by the use of
hydroxyurea on these patients who are clinically stable. Otherwise, and seen the
relationship of this miRNA with increase of Hb F through inhibition of transcription
factor MYB, without treatment, miRNA 15a levels would probably be suppressed,

considering platelet activation found in these patients in crisis.
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About miRNA 144, it has a negative correlation with reticulocytes, since
hemolysis is associated with marked reticulocytosis, and reticulocytosis to severity of
anemia, it is then concluded that miRNA 144 is associated with severity of clinical

manifestations in these patients.

Decreased blood flow to the bone, caused by SCA will lead to episodes of
avascular necrosis, also known as osteonecrosis. Although any individual in any age
group can be affected, it is more common among people between 30 and 60 years 2324,
Positive correlation of factor age with clinical manifestation was then observed,

demonstrating this positive association already described in literature.

Acute thoracic syndrome is a form of pulmonary disease often found in patients
with SCA, and it is estimated that half of patients in adulthood present at least one
episode during life, and is one of the main causes of death in these individuals >, It
is suggested possible negative contribution of miRNA 15a in the physiopathology of the

disease when in low concentrations.

The etiology of ulcers is complex and multifactorial. In patients with SCA,
hypoxia associated with trauma, infection or inflammation have been associated with
main causes for development of ulcers in the discussed disease 7. In this study, a
positive correlation of miRNA 223 with incidence of this clinical manifestation was
observed in these patients. Considering the relationship of this miRNA with
inflammation already reported in literature, this result becomes consistent with causes

associated to their appearing.

Finally, positive correlations found between miRNA 15a and miRNA 144, and
miRNA 210 with miRNA 223 are based on the concept that a single miRNA can
regulate more than one target mRNA, and even other miRNAs, indicating positive

influence of one over the other on the physiopathology of the disease.

Conclusion

Identification of involvement in regulation and physiopathology of disease

makes miRNAs promising for future therapeutic approaches in SCA. Normalization of
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this differential expression through therapies has been target of several studies.
However, a greater understanding of the breadth of action of these small regulators
deserve attention, since a single miRNA can regulate hundreds of genes at the same
time. The distinct pattern of expression found provides opportunities to study the
regulation of their targets and understand the mechanism of these small regulators in
cellular processes, as well as evaluation of their biological impact and significance,
allowing discovery of therapies against specific physiopathological targets and greater

elucidation of clinical aspects involved in evolution of disease.
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MicroRNA Primer (5°-3°) Chromosomal Reference
location location
NCBI
hsa-mir-15* | UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 13q14.2 NR 029485
hsa-mir-210 | AGCCCCUGCCCACCGCACACUG 11p15.5 NR 029623
hsa-mir-144 | GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG 17q11.2 NR_ 029685
hsa-mir-223 | CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU Xql2 NR 029637

Tabela 1: Reference sequence of the four selected microRNAs candidates

Laboratory characteristics of 25 Hb SS individuals evaluated in the study

GOT (U/L)
GPT (U/L)

Bilirubin (mg/dl)

Urea (mg/dl)

Creatinine (mg/dl)

Total Hb (g/dl)
Fetal Hb (%0)
LDH (U/L)
MCV (fl)
Platelets (10%/ul)

Reticulocytes (%0)
Leukocyte count (103/ul)

Total

N Minim Maximum  Mean
um

25 17 98 432
25 2 52 24.9
25 0.50 7.00 2.88
25 10 39 19.96
25 0.30 17.75 1.16
25 5.40 10.90 8.06
25 2.80 35.20 14.46
25 382 2377  923.52
25 74 115.40 93.90
25 155 566 382.84
25 2.10 20.47 11.11
25 441 18.82 9.54

Std. Deviation

21.69869
12.41947
1.62267
7.84474
3.45869
1.29996
8.02439
450.63438
10.01790
121.26544
5.47332
3.27219

Tabela 2: Laboratory characteristics of Hb SS individuals assessed in the study
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Frequency of clinical manifestations of patients from the
study

Pain crisis

Infections

Necrosis

Ulcers

Priapism
Hepatosplenomegaly
Acute thoracic syndrome
Cerebrovascular accident

32,30%

Figure 2: Frequency of clinical manifestations of the 25 patients from the study
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Figure 3: Data set values obtained after "CT" normalization of microRNAs mir-15a (A), mir-210 (B),

mir-144 (C), and mir-223 (D) — Cases (1) and Controls (2).
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Figure 4: Relative quantification of microRNAs hsa-mir-15a (A), hsa-mir210 (B), hsa-mir-144 (C), and
hsa-mir-223 (D) in 25 Hb SS patients on Hidroxiureia and clinical steady state.

14,00

- 12007
=]
™
=

1000

o
&
8,00
T T T T T
400 6,00 BD0 10,00 1200 1400

Mir144

p=0,018



Mir210

10,00

4,007

-2

12,00

Miri5a

8,00

Platelet

p=0,006

p=0,038

53



12,004

11,007

10,00

Mir144

9,00

8,00

700

= o
lJ 1 LJ L) 1 L]
0o 500 10,00 15,00 2000 2500
Reticulocytes

——ee

—w -
-4,00 -3,00 -2.00

mir-223

p=0,002

p=0,035

TUlcer

54



55

p=0,042
—#— L.
ACS
=
-
1,00 900 10,00 11,00 12,00
mir-15a
p=0,003
[ =]
i £ + 3 . .« o 8 e
Necrosis

Figure 5: Hematological and biochemical variables, microRNA profiles, and clinical manifestations with
correlations statistically significant
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Com a descoberta dessa nova classe de reguladores génicos e seu envolvimento
direto com o desenvolvimento, proliferacdo, morte celular e principalmente na
hematopoese, ha evidéncias de um impacto regulatorio tdo abrangente quanto se
acreditava. Pesquisas demonstram que ha uma expressao significativa, e diferencial em

individuos com alguma patologia em comparacao a individuos normais.

Em relagdo a AF, estudos evidenciam que os MicroRNAs podem estar

relacionados com os niveis de HbS, heterogeneidade clinica e fisiopatologia da doenga.

Assim, o conhecimento e a identificacdo destes diferentes perfis de expressao,
bem como o mecanismo de agdo destes potenciais reguladores permitirdo estabelecer
novos tratamentos e possiveis abordagens terapéuticas através do controle da expressao

de genes especificos e sua interacdo direta com RNAs alvo.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar da biologia destes pequenos reguladores ainda ser pouco conhecida, cada
vez mais estudos correlacionam os mesmos com diversos processos biologicos,
demonstrando a importancia e sua caracteristica promissora perante a terapia génica. A
continuidade dos estudos voltados a suas fungdes nos mecanismos fisiopatologicos
poderdo levar a um futuro com métodos eficazes ndo apenas no progndstico e
diagnostico, mas também a novas abordagens terap€uticas para muitas doengas,

especialmente no ambito da anemia falciforme.
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ANEXOS

ANEXO 1

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
SERVICO DE HEMATOLOGIA CLINICA
LABORATORIO DE CULTURA E ANALISE MOLECULAR DE CELULAS
HUMANAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

PACIENTES

Prezado paciente,

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa : “Analise dos
Perfis de expressao de MicroRNAs no sangue total de pacientes com Anemia
Falciforme e seu possivel papel regulador nos mecanismos moleculares na
fisiopatologia da doencga e potenciais biomarcadores para novas terapéuticas”, que ira
investigar caracteristicas genéticas responsaveis por uma variedade de manifestacdes e
complicacdes clinicas na Anemia Falciforme.

Ainda ndo existem tratamentos especificos para AF. Os tratamentos disponiveis
atualmente consistem no objetivo de amenizar as manifestagdes clinicas e reduzir o
numero de crises para que vocé tenha uma melhor qualidade de vida.

Este projeto de pesquisa pretende estudar os mecanismos que influenciam no
desenvolvimento desta doenga, que permitird o desenvolvimento de novos tratamentos e
possiveis abordagens terapéuticas que possam agir diretamente na causa da mesma.

Os dados necessarios para realizacdo do projeto serdo obtidos através de analise
de prontuarios ¢ uma coleta de 2,5 ml de sangue da veia. Procedimento que pode
provocar um leve desconforto no momento da coleta, no local onde a agulha for
introduzida. Poderd surgir neste local uma éarea vermelha ou até mesmo roxa

(hematoma) na pele, mas que também desaparecera com o decorrer do tempo.
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O material coletado sera utilizado para analise da expressao genética para fins de
pesquisa no entendimento dos mecanismos da doenca.

A participagdo no estudo ndo trard beneficio direto ao participante, porém
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado e os resultados
poderao auxiliar a realizagdo de estudos futuros.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo e o
participante também ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

As informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater
estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo
momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados,
garantido assim o anonimato das informagdes obtidas, reservando apenas ao paciente ou
familiar o acesso as mesmas.

Ressaltando que sua participagdo ¢ voluntaria, vocé tem a liberdade de recusar
ou retirar o consentimento em qualquer fase do estudo sem nenhum prejuizo para voce.

Todas as duvidas poderdo ser esclarecidas antes e durante o curso da pesquisa,
através do contato com o pesquisador(a) responsavel: Dra. Lucia Silla — (51) 33598850
e Pesquisador(a) executor Ianaé Wilke — (51) 33598850 do servi¢o de Hematologia
Clinica do HCPA.

Em caso de duvida em relagdo ao conteudo ético desta pesquisa, ndo hesite em
contatar o Comité de Etica e Pesquisa do HCPA — (51) 33597640, das 08h as 17h.

Este documento ¢ fornecido em duas vias, sendo uma do paciente e outra do

pesquisador.

Pelo presente Consentimento Pds-informagao, declaro que li e entendi o documento de
consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis beneficios e riscos. Fui
igualmente informado de receber esclarecimentos sobre a pesquisa a ser realizada, da
liberdade de ndo participar do estudo, do anonimato e cardter confidencial das

informacoes.

Nome do Participante: Assinatura:




Nome do Responsavel:

(Se aplicavel)

Nome do pesquisador:

Loca e Data:

Assinatura:

Assinatura:
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ANEXO 2

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
SERVICO DE HEMATOLOGIA CLINICA
LABORATORIO DE CULTURA E ANALISE MOLECULAR DE CELULAS
HUMANAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
CONTROLE

Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa : “Anélise
dos Perfis de expressdao de MicroRNAs no sangue total de pacientes com Anemia
Falciforme e seu possivel papel regulador nos mecanismos moleculares na
fisiopatologia da doenga e potenciais biomarcadores para novas terapéuticas”, que ira
investigar caracteristicas genéticas responsaveis por uma variedade de manifestagdes e
complicacdes clinicas na Anemia Falciforme.

Ainda ndo existem tratamentos especificos para AF. Os tratamentos disponiveis
atualmente consistem no objetivo de amenizar as manifestagdes clinicas e reduzir o
numero de crises para uma melhor qualidade de vida destes pacientes. Tal
conhecimento permitira estabelecer novos tratamentos e possiveis abordagens
terap€uticas que ajam diretamente na fisiopatologia desta doenca.

Para realizagdo deste estudo é necessario comparar um grupo de pacientes que
apresentam a caracteristica estudada com um grupo de colaboradores que nao apresenta
esta caracteristica. Vocé estd sendo convidado entdo, a participar do grupo controle, ou
seja, que ndo possui a doenca em questao.

Os dados necessarios para realizacdo do projeto serdo obtidos através de analise
de prontuarios e uma coleta de 2,5 ml de sangue da veia, neste caso, sera utilizada uma
aliquota do sangue doado. Procedimento que pode provocar um leve desconforto no

momento da coleta, no local onde a agulha for introduzida. Podera surgir neste local
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uma area vermelha ou até mesmo roxa (hematoma) na pele, mas que também
desaparecera com o decorrer do tempo.

A participagdo no estudo ndo trard beneficio direto ao participante, porém
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado e os resultados
poderao auxiliar a realizagdo de estudos futuros.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo e o
participante também ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

As informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater
estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do colaborador a
todo momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo
divulgados, garantido assim o anonimato das informacdes obtidas, reservando apenas ao
paciente 0 acesso as mesmas.

Ressaltando que sua participagdo ¢ voluntaria, vocé tem a liberdade de recusar
ou retirar o consentimento em qualquer fase do estudo sem nenhum prejuizo para voce.

Todas as duvidas poderdo ser esclarecidas antes e durante o curso da pesquisa,
através do contato com o pesquisador(a) responsavel: Dra. Lucia Silla — (51) 33598850
e Pesquisador(a) executor Ianaé Wilke — (51) 33598850 do servi¢o de Hematologia
Clinica do HCPA.

Em caso de duvida em relagdo ao conteudo ético desta pesquisa, ndo hesite em
contatar o Comité de Etica e Pesquisa do HCPA — (51) 33597640, das 08h as 17h.

Este documento ¢ fornecido em duas vias, sendo uma do paciente e outra do

pesquisador.

Pelo presente Consentimento Poés-informagdo, declaro que li e entendi o
documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis
beneficios e riscos. Fui igualmente informado de receber esclarecimentos sobre a
pesquisa a ser realizada, da liberdade de ndo participar do estudo, do anonimato e

carater confidencial das informagdes.



Nome do Participante:

Nome do Responsavel:

(Se aplicavel)

Nome do pesquisador:

Loca e Data:

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura:
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