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APRESENTACAO

Podemos definir a genética como a parte da ciéncia que estuda a hereditariedade,
assim como a estrutura e fungdo dos genes e a variagdo dos seres vivos. Através da genética
podemos compreender os mecanismos e leis que regem a transmisséo das caracteristicas
através das geracgdes. Essa genética classica quando aprofundada revela outras subéreas,
como a genética molecular que tem as suas fundagbes na genética classica, mas da um
enfoque maior a estrutura e funcéo dos genes ao nivel molecular, abordando o DNA, genes
e 0 genoma que controlam todos os processos vivos, nos ajudando na compreensao da
biologia humana em saude e doenga.

Outra subarea de importancia € a genética humana, que tem como estratégia
descrever o estudo da transmisséo genética em seres humanos, englobando a genética
classica propriamente dita, a citogenética, a bioquimica , genética populacional, genética
do desenvolvimento etc. Por fim a genética médica ou genética clinica é a especialidade
que lida com o diagnéstico, tratamento e controle dos distlrbios genéticos e hereditarios.
E uma area que enfoca ndo sé o paciente, mas também toda a familia, principalmente por
meio do aconselhamento genético.

Além das trés subareas que destacamos acima a genética compreende um leque
outras areas especificas, no entanto ao mencionar a genética humana, molecular e médica
estamos abrindo caminho para o segundo volume do livro publicado dentro do contexto
dessas defini¢des.

E muito nitido que nos ultimos anos a genética tem influenciado diversas pesquisas
promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa em diversas areas e
principalmente na saude e aliada a revolugéo tecnologica essa tem contribuido muito com
0 avango no campo da pesquisa.

Assim, esperamos que mais uma vez o conteudo deste material possa somar de
maneira significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando
cada vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Desejamos que seja mais um volume
que anteceda inUmeros outros dentro desse contexto. E por fim parabenizamos cada autor
pela teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geragOes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Introducdo e objetivos: O
polimorfismo de nucleotideo Unico Val66Met no
gene do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) exibe uma das maiores variabilidades em
termos de distribuicdo alélica entre populagdes.
Estudos sugerem que os portadores de BDNF
met podem ter maior risco de dor pélvica ou
abdominal crénica. O objetivo do presente estudo
foi comparar a distribuicdo dos alelos Val66Met
em um grupo de pacientes com doenca falciforme
com osteonecrose e sem osteonecrose.
Metodologia: O DNA foi isolado de leucocitos
de sangue total usando o Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA) e
mantido a 20°C. A genotipagem BDNF Val66Met
foi realizada usando o método de sistema de
mutacéo refrataria amplificada com primer tetra
(ARMS)-PCR. Genotipo e frequéncias de alelos
foram determinados. Os desvios do equilibrio
de Hardy-Weinberg também foram examinados.
Todas as andlises estatisticas envolveram
testes x2 executados em SPSS. Resultados e
conclusées: As frequéncias foram de 0,93 para
o alelo Val e 0,07 para o alelo Met. As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e ndo foi encontrada associag¢éo entre o
polimorfismo Val66Met e os grupos estudados (x2
(4 fd) =8.745; a = 0,068). Os dados deste estudo
estendem os esforgos para mapear a distribuicéo
alélica do BDNF Val66Met em populagcbes ao
redor do mundo e enfatiza que a estratificacao
populacional deve ser controlada em estudos
futuros que relatem associag¢des fenotipicas em
amostras de diferentes populagdes.
PALAVRAS-CHAVE: BDNF; Polimorfismo;
Val66Met; Doenca Falciforme.
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ALLELIC DISTRIBUTION OF BDNF VAL66MET POLYMORPHISM IN SICKLE
CELL DISEASE PATIENTS OF BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: Introduction and objectives: The Val66Met single-nucleotide polymorphism
in the brain-derived neurotrophic factor gene (BDNF) exhibits one of the highest variability
in terms of allelic distribution between populations. Studies suggest that BDNF met carriers
may be at higher risk for chronic pelvic or abdominal pain. The aim of the present study was
to compare the distribution of Val66Met alleles in a group of patients with sickle cell disease
with osteonecrosis and without osteonecrosis. Metodology: DNA was isolated from whole
blood leukocytes using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA)
and kept at 20°C. BDNF Val66Met genotyping was performed using the tetra primer amplified
refractory mutation system (ARMS)-PCR method. Genotype and allele frequencies were
determined. Departures from Hardy-Weinberg equilibrium were also examined. All statistical
analyses involved x2 tests run in SPSS. Results and conclusions: The frequencies were
0.93 for the Val allele and 0.07 for the Met allele. The genotype frequencies are in Hardy-
Weinberg equilibrium and no association was found between the Val66Met polymorphism and
the groups studied (x2(4 fd) = 8,745; a=0,068). The data from this study extends efforts to
map the allelic distribution of BDNF Val66Met in populations around the world and emphasizes
that population stratification should be controlled for in future studies that report phenotypic
associations in samples from different populations.

KEYWORDS: BDNF; Polymorphism Val66Met; Sickle Cell Disease.

11 INTRODUGAO

As Doengas Falciformes (DF) s&o um conjunto de doencas hereditarias cuja causa
€ a presencga da hemoglobina S (HbS) proveniente de uma mutacdo pontual no gene da
B-Globina, levando a substituicdo do aminoacido Acido Glutamico pela Valina na sexta posicdo
das cadeias B. Existem outras hemoglobinas mutantes, como por exemplo, HbC, HbD, HbE,
dentre outras que, associadas a HbS (SC, SD, SE), constituem o grupo denominado de
doencas falciformes sendo a anemia falciforme (SS) a mais conhecida (CANCADO; JESUS,
2007; KATO et al., 2018). A anemia falciforme € a doenga monogénica mais comum no Brasil
e seu mecanismo de heranga € autossémico recessivo, ou seja, individuos afetados herdam
o alelo da HbS tanto do pai quanto da mae.

O alelo HbS tem frequéncia elevada nas populagdes africanas e sua distribuicao
geografica coincide com a distribuicdo geografica do Plasmodium falciparum, agente causador
da maléria. Individuos com HbS em heterozigose, quando infectados pelo Plasmodium
falciparum, apresentam vantagem seletiva em relagéo aos individuos que ndo carregam esse
alelo anémalo. Isso explica a elevada frequéncia deste alelo nas populagbes africanas em
areas onde a malaria é endémica e, consequentemente, a elevada incidéncia da doenca
nessas regides (MEREMIKWU; OKOMO, 2016).

O gene da HbS foi introduzido no continente americano através do trafico de africanos
escravizados pelo Oceano Atlantico e sua distribuicdo no Brasil é bastante heterogénea
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dependendo da composicdo negroide ou caucasoide da populagdo. Assim, a prevaléncia
de heterozigotos para a HbS é maior nas regides norte e nordeste (6% a 10%), enquanto
nas regides sul e sudeste a prevaléncia é menor (2% a 3%). Existem mais de 2 milhdes
de portadores do traco (AS) e cerca de 30.000 individuos com anemia falciforme (SS). O
numero estimado de criangas que nascem com doencas falciformes € de um para cada
mil nascimentos no pais (CANCADO; JESUS, 2007). A prevaléncia nos estados do Brasil
varia de 1/650 na Bahia a 1/13.000 em Santa Catarina (tabela 1). Um estudo revelou uma
propor¢ao de criangas que nasceram com DF no Recdncavo Baiano de 1/314 colocando esta
regido como uma das regides com maior frequéncia de hemoglobinas variantes no estado da
Bahia (SILVA et al., 2016).

DOENCAS FALCIFORMES
Estados Proporcao de nascidos vivos/ano

Bahia 1:650

Rio de Janeiro 1:1200
Pernambuco, Maranhao, Minas Gerais e Goias 1:1400
Espirito Santo 1:1800
Sao Paulo 1:4000
Mato Grosso do Sul 1:5850
Rio Grande do Sul 1:11000
Santa Catarina e Parana 1:13500

Tabela 1. Proporcédo de nascidos com doencas falciformes em alguns estados do Brasil que realizam o
teste do pezinho.

*Extraido do artigo “A implantagdo do Programa de Doenca Falciforme no Brasil.” SUS: Mosaico de
Inclusdes, V. 13 N° 2, 2011.

Nos Ultimos anos, tem surgido evidencias crescentes sobre a presenga de
neuroplasticidade mal adaptativa de individuos com DF (CAMPBELL et al., 2016; CASE et
al.,, 2017; DARBARI et al., 2015), as quais sdo responsaveis por diversos problemas de
saude na DF, tais como, dor (DA SILVA et al., 2019), ansiedade/depressao (TOUMI et al.,
2018) e déficit cognitivo (HARDY et al., 2021).

Neste contexto de plasticidade neural, o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) merece especial atencéo pois esta envolvido na regulagdo neural, manutencéo e
formacgéo sindptica, tendo um papel importante na plasticidade do sistema nervoso central
(PARK; POO, 2013). O gene BDNF esta localizado no brago curto (p) do cromossomo 11
(11p13) e compreende 11 exons e 9 promotores funcionais (CHEN et al., 2014; EGAN et
al., 2003) (SHEN et al., 2018) Um polimorfismo funcional de ocorréncia natural no gene do
BDNF humano no nucleotideo 196 (G/A) codifica uma substituicdo de aminoacido valina
pela metionina na posicao 66 (Val66Met ou Met66Met). Este polimorfismo resulta em menor
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producdo e quantidade circulante de BDNF e tem sido associado a maior suscetibilidade
de disturbios neurodegenerativos. Funcionalmente, os polimorfismos Met66Met e Val66Met
causam prejuizos no trafego intracelular e na secregcéo regulada em neurénios (CHEN et al.,
2014).

O polimorfismo de nucleotideo Unico Val66Met (rs6265) no gene do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) exibe uma das maiores variabilidades em termos
de distribuicao alélica entre populag¢des. Estudos sugerem que os portadores de BDNF Met
podem estar em maior risco de dor pélvica ou abdominal crénica. O objetivo deste estudo
piloto foi comparar a distribuicéo dos alelos Val66Met em um grupo de pacientes com doenca
falciforme com osteonecrose e sem osteonecrose.

METODOLOGIA

A amostra foi composta por 48 pacientes com DF sendo 24 com osteonecrose e
48 sem osteonecrose. O DNA foi isolado de leucocitos de sangue total usando o Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA) e mantido a 20 ° C. A genotipagem
BDNF Val66Met foi realizada utilizando o método de sistema de mutacgéao refrataria amplificada
com primer tetra (ARMS)-PCR (SHEIKH et al., 2010). As amplificacbes de PCR foram
realizadas em um volume de reagdo de 25 ul contendo 50 ng de molde de DNA gendmico,
12,5 ul de PCR mastermix (2x) e todos os quatro primers [P1 (direto): 5’CCT ACA GTT CCA
CCA GGT GAG AAG AGT G- 3 ‘; P2 (reverso): 5-TCA TGG ACA TGT TTG CAG CAT CTA
GGT A-3 ‘; P3 (especifico do alelo G): 5'-CTG GTC CTC ATC CAA CAG CTC TTC TAT AAC-
3’e P4 (especifico do alelo A): 5’-ATC ATT GGC TGA CAC TTT CGAACC CA-3 ’]. O primeiro
conjunto de primers (P1 e P2) amplifica a regido de 401 bp contendo o SNP de interesse,
enquanto o segundo conjunto (P3 e P4) de primers sé&o alelos especificos e sdo responsaveis
pela substituicdo G> A (VULTURAR et al., 2016). Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade de Brasilia (CAAE 021.0.000.012-04).

RESULTADOS E CONCLUSOES

As frequéncias foram de 0,93 para o alelo Val e 0,07 para o alelo Met. As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e nao foi encontrada associacdo entre
0 polimorfismo Val66Met e dor crénica osteoarticular em DF (x2 (4 fd) = 8.745; a = 0,068).
As frequéncias encontradas nesse estudo sdo semelhantes as frequéncias encontradas
para as populacdes africanas. Os resultados também corroboram outros estudos que néo
encontraram associa¢ao entre o polimorfismo Val66Met com niveis elevados de BDNF em
pacientes com dor crénica. Uma limitacao deste estudo € o tamanho da amostra. Portanto,
mais estudos sd@o necessarios para saber as frequéncias dos alelos Val e Met na populagao
da Bahia. Os dados deste estudo estendem os esforcos para mapear a distribuicdo alélica
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do BDNF Val66Met em populagdes ao redor do mundo e enfatiza que a estratificacdo
populacional deve ser controlada em estudos futuros que relatem associa¢des fenotipicas
em amostras de diferentes populagoes.
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